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 Resumo 
 
 
 
 
As dermatofitias são provocadas por diversas espécies de dermatófitos constituindo uma 
das infecções mais comuns no mundo. Ao nível fenotípico, os fungos responsáveis por estas 
infecções apresentam semelhanças morfológicas entre isolados de espécies distintas, variabilidade 
intra-específica e pleomorfismos, tornando a sua identificação laboriosa e restrita a micologistas 
especializados. A aplicação de métodos moleculares permitirá uma identificação mais rápida e 
fidedigna destes fungos. 
No presente trabalho, a amplificação e restrição das regiões TR e ITS do rDNA (ARDRA) e 
‘PCR-fingerprinting’, utilizando os ‘primers’ (GTG)5, (GACA)4 e csM13, foram avaliados quanto ao 
seu potencial identificativo e de diferenciação. Após análise da região TR não se revelaram 
quaisquer polimorfismos entre os isolados analisados, enquanto a região ITS permitiu confirmar a 
identificação de oito das 14 espécies incluídas neste estudo. A utilização dos ‘primers’ (GACA)4 e 
csM13 permitiu o reconhecimento de padrões espécie-específicos, tornando possível a identificação 
de 12 das 14 espécies estudadas. Simultaneamente, os dados de ‘PCR-fingerprinting’ revelaram 
diferenças intra-específicas permitindo agrupar os isolados de algumas espécies em diferentes 
tipos genómicos. 
Paralelamente, foi efectuado um ‘screening’ de duas famílias de genes codificando para 
metaloproteases e proteases de subtilisina, putativamente relacionados com a 
virulência/patogenicidade dos dermatófitos, e todas as espécies em análise possuem pelo menos 
um dos genes pesquisados, estando uma maior incidência dos mesmos relacionada com o seu 
nicho ecológico preferencial, o Homem e os animais. 
A sensibilidade dos dermatófitos a agentes antifúngicos, habitualmente utilizados na 
terapêutica em Portugal, foi igualmente testada. Desenvolveu-se uma metodologia baseada no 
crescimento dos fungos em meio agarizado contendo um gradiente de concentração dos 
antifúngicos a testar. Os valores de CMI (Concentração Mínima Inibitória) revelaram que todos os 
isolados analisados são susceptíveis aos agentes testados. No entanto, não se pode concluir que a 
utilização desses antifúngicos produziria resultados idênticos na terapia, devido a factores inerentes 
aos próprios pacientes. 
 
PALAVRAS-CHAVE: DERMATÓFITOS, IDENTIFICAÇÃO, TIPIFICAÇÃO, VIRULÊNCIA, RESISTÊNCIA A ANTIFÚNGICOS. 
 
 
 

 Abstract 
 
 
 
 
Dermatophytes include several fungal species responsible for common infections in humans 
and animals known as dermatophytosis. The identification of the etiological agents requires 
specialized mycologists since it relies on phenotypic characteristics that may be shared between 
distinct species, while isolates from the same taxonomic group can show pleomorphisms and intra-
specific variation. So, the optimization and implementation of molecular-based methodologies can 
turn the identification procedure faster and more accurate. 
In this study, in order to evaluate the identification and typification potential, amplification 
and restriction of TR and ITS regions of the rDNA (ARDRA) and PCR-fingerprinting, using primers 
(GTG)5, (GACA)4 and csM13, were applied to a collection of 233 dermatophytes. 
Results from the amplification and subsequent restriction of the TR region of the rDNA 
detected no differences among the isolates, while application of the same approach for the ITS 
region allowed the identification of eight of the 14 species under analysis. PCR-fingerprinting 
allowed for the clustering of the isolates in distinct genomic types due to intra-specific variability 
and profiles obtained with (GACA)4 and csM13 primers showed species-specific patterns leading to 
the identification of 12 out of 14 dermatophyte species. 
The isolates were also screened for the presence of two gene-families, coding for metallo- 
and subtilisin proteases, potentially associated with virulence/pathogenicity within this group of 
organisms. Results revealed the presence of at least one of the assayed genes with a higher 
incidence being observed for anthropophylic and zoophylic species. 
The susceptibility of the dermatophytes to several antifungal agents, usually applied as 
therapeutical drugs in Portugal, was also evaluated. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
was determined using Sabouraud antifungal gradient plates and the analyzed isolates were found 
to be susceptible to all the assayed antifungals. However, due to intrinsic patient-related factors, 
similar effects may not be observed after application of these drugs in therapy.  
 
KEYWORDS: DERMATOPHYTES, IDENTIFICATION, TYPIFICATION, VIRULENCE, ANTIFUNGAL RESISTANCE. 
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1.1. PERSPECTIVA HISTÓRICA1  
 
Devido à sua visibilidade, as micoses superficiais eram conhecidas desde a antiguidade, 
tendo Hipócrates (460-377 a.C.) e Gallen (130-200 d.C.) descrito a presença de um fungo 
responsável pela infecção da língua (aphthae albae). Por sua vez, no primeiro século depois de 
Cristo, Celsus lidou não só com a infecção descrita por Hipócrates mas descreveu a favus, lesão 
inflamatória do couro cabeludo. 
O crescimento circular dos fungos, na pele, conduziu à atribuição de várias designações 
para a mesma doença. Assim, os Gregos deram a designação herpes (do grego: película), agora 
conhecida como herpes circinatus (tinea corporis). Os Romanos associavam as lesões a insectos e 
atribuíram-lhes o nome de tinea (pequena larva de insecto). Este nome é ainda utilizado na 
terminologia clínica anglo-saxónica (e.g. tinea pedis, tinea corporis…) e é traduzido em Português 
como tinha. 
Tinea imbricata, doença tropical causada por um dermatófito, foi descrita por viajantes das 
ilhas do Pacífico e da Oceânia por volta de 1700 e permaneceu muito tempo sem agente causador 
conhecido. Quase dois séculos mais tarde, em 1896, Blanchard descreveu o agente como sendo 
Trichophyton concentricum e mais tarde conseguiu isolá-lo e cultivá-lo. 
Em 1835-36 Agostino Bassi, após 25 anos de estudo, conseguiu provar que a então 
devastadora doença do bicho da seda era causada por um fungo subsequentemente designado 
Beauveria bassiana em sua honra. O trabalho de Bassi levou outros cientistas a pesquisarem os 
agentes etiológicos das doenças humanas. Assim, Scholein e o seu assistente Remak, em 1837, 
conseguiram descobrir o agente de uma micose crónica do couro cabeludo, favus, ao qual Remak 
deu o nome de Achorion (actualmente Trichophyton) schoenleinii em honra ao seu mentor 
Scholein. Esta foi a primeira descoberta de um fungo causador de doença humana. Com o seu 
trabalho sobre a mesma doença, David Gruby (1841-44) passou a ser considerado o fundador da 
Micologia Médica pois, sem ter conhecimento do trabalho de Remak e Scholein, Gruby descobriu as 
particularidades clínicas e microscópicas do agente causador da favus. 
Pela primeira vez, Gruby tentou reproduzir a infecção humana pelo fungo da favus no braço 
de um colega e no seu próprio corpo, obedecendo aos postulados de Koch para o critério da 
etiologia da infecção 40 anos antes de Koch os formular. Gruby descobriu ainda outro agente 
importante da tinea capitis ao qual deu o nome de Microsporum audouinii, em honra do naturalista 
Parisiense V. Audouin. Esta descoberta, associada à de Remak e Scholein, são consideradas os 
grandes marcos da Micologia Médica.  
 
 
1Adaptado de Drouhet (1999). 
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Em 1853, no seu livro “Histoire naturelle des végétaux parasites qui croissent sur l’homme 
et des animaux” (História natural dos vegetais parasitas que crescem sobre o Homem e os 
animais) Robin descreve pela primeira vez Trichophyton mentagrophytes. 
A história das tinhas e dos seus agentes etiológicos, os dermatófitos, começou com 
Sabouraud no seu famoso livro “Les teignes” (As tinhas), publicado em 1910. O trabalho de 
Sabouraud constitui outro marco importante na história da Micologia Médica, sendo que ele 
revolucionou os conceitos acerca dos dermatófitos e contribuiu significativamente para o 
desenvolvimento deste campo da ciência. O seu livro constitui a mais desenvolvida descrição de 
todos os dermatófitos até então conhecidos e ao qual os micologistas actualmente ainda se 
referem. É de salientar igualmente o meio de cultura por ele desenvolvido, que recebeu o seu 
nome, e que continua universalmente a ser utilizado até aos nossos dias. Sabouraud descreveu 
ainda um sistema de classificação, baseado na observação das características in vivo e in vitro dos 
dermatófitos, que continua válido para três géneros: Epidermophyton, Microsporum e 
Trichophyton. 
A maioria dos dermatófitos e das dermatofitias em humanos foram descritos na época de 
Sabouraud. Assim, em 1902, Bodin descreveu Trichophyton violaceum; Castellani e Chalmers, em 
1910, descreveram Trichophyton rubrum (como Epidermophyton rubrum) e Sabouraud propôs o 
nome de Epidermophyton inguinal para o fungo responsável pela tinea cruris (agora 
Epidermophyton floccosum). Foram ainda descritas infecções por dermatófitos em animais 
incluindo ‘ringworm’ do gado (Trichophyton verrucosum, por Bodin, 1902), de cavalos 
(Trichophyton equinum, por Matruchot e Dassonville, 1898), de gatos, cães e humanos 
(Microsporum canis, por Bodin, 1902) e de aves (Epidermophyton gallinae actualmente M. gallinae, 
por Megnin em 1881).  
Em 1921, Ota descreve Trichophyton ferrugineum, que após a descoberta de macroconídios 
típicos do género Microsporum, por Vanbreuseghem, de Vroey e Takashio, em 1970 foi 
reclassificada como Microsporum ferrugineum. 
Em 1934, a classificação de Sabouraud foi simplificada por Emmons, que invalidou o 
género Achorion de acordo com as regras da nomenclatura botânica, e a maioria dos micologistas 
adoptou essa nova classificação. 
Estudos sobre as necessidades nutricionais dos dermatófitos, assim como a sua morfologia 
em meios sintéticos e semi-sintéticos, foram iniciados após 1950, essencialmente por Georg, 
Drouhet, Mariat, Silva e Benham. As necessidades de alguns fungos, estritamente adaptados a 
humanos e animais, em vitaminas e aminoácidos e a perda de capacidade de esporulação em 
meios de cultura sem a adição de compostos externos permitiram o desenvolvimento de testes 
bioquímicos e fisiológicos utilizados em laboratório para identificação de rotina. 
A introdução da técnica do “isco de cabelo”, em 1952 por Vanbreuseughem, revelou a 
presença de dermatófitos no solo. 
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O ano de 1959 constitui mais uma data importante no estudo da taxonomia dos 
dermatófitos com a descrição do estado teleomórfico (estado sexual ou perfeito) de Trichophyton 
ajelloi por Dawson e Gentles e ao qual deram o nome de Arthroderma uncinatum.  
Griffin, em 1960, conseguiu reisolar o estado teleomórfico de Microsporum gypseum, 
inicialmente descrito por Nannizzi em 1927, e ao qual tinha sido dado o nome de Gymnoascus 
gypseum.  
Independentemente, Stockdale em 1961 descobriu vários estados teleomórficos de 
Microsporum gypseum e propôs um novo género, Nannizzia, para agrupar todos os estados 
teleomórficos do género Microsporum.  
Em 1975, foi descoberto o estado teleomórfico de Microsporum canis que se denominou 
Nannizzia otae em honra do micologista Ota. Todos os teleomórfos dos dermatófitos foram 
classificados em dois géneros - Arthroderma e Nannizzia - até Weitzman e colaboradores, em 
1986, proporem o agrupamento de todos os teleomorfos dos dermatófitos no género Arthroderma. 
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1.2. AS DERMATOFITIAS 
 
As dermatofitias são infecções das estruturas queratinizadas, como as unhas, o couro 
cabeludo e o stratum corneum (camada superficial da epiderme), por microrganismos designados 
dermatófitos. Mesmo não fazendo parte da flora normal do organismo humano, estes fungos estão 
bem adaptados para infectar estes locais devido à sua capacidade em utilizar a queratina, presente 
nessas zonas, como fonte de nutrientes. Os dermatófitos crescem de uma forma circular, formando 
anéis com bordos inflamados e uma região central mais clara (Padhye et al., 1999).  
Nos últimos anos, a literatura científica tem sublinhado a incidência crescente das micoses 
cutâneas. Esta evolução pode ser explicada pela conjugação de diversos factores intervenientes na 
sociedade moderna, favorecendo o contacto com fontes exteriores de dermatófitos ou permitindo a 
passagem à patogenicidade de espécies normalmente saprófitas (Grillot, 1996). Em indivíduos 
imunodeprimidos, o aspecto clínico e histopatológico das dermatofitias pode ser atípico. Assim, 
foram descritos vários casos de micoses profundas provocadas por várias espécies de dermatófitos 
(Nir-Paz et al., 2003; Kwon et al., 2004; Seckin et al., 2004). Todavia, estas micoses profundas 
não estão restringidas a pacientes imunodeprimidos, pois em 1983 Hironaga e colaboradores 
descreveram um caso de uma micose sistémica provocada por T. mentagrophytes atingindo vários 
órgãos (nódulos linfáticos, testículos, vértebras e sistema nervoso central). Mais recentemente, um 
caso de micose profunda foi descrito num paciente imunocompetente após uma lesão traumática 
(Fernandez-Torres et al., 2002a).  
A evolução do modo de vida, relativamente à prática de desportos colectivos, à afluência 
crescente a piscinas e jacuzzis, ao aumento de animais de companhia (às vezes os mais 
improváveis) e à facilidade de viajar, contribuiu para a transmissão dos dermatófitos entre os 
indivíduos (Grillot, 1996).  
Além disso, o desenvolvimento de fungos oportunistas é favorecido pelas agressões que 
podem causar um desequilíbrio do microbiota comensal da pele, com origem em factores tão 
variados como as doenças imunodegenerativas ou a utilização de medicamentos citotóxicos ou 
imunosupressores (Grillot, 1996). 
Os diversos tipos de dermatofitias são classificados de acordo com o local da infecção, 
utilizando-se a palavra tinea seguida pelo termo em latim do local particular do corpo 
(Weitzman et al., 1995). Tinea barbae (Fig. 1A) é a infecção da zona da barba, do pescoço e da 
zona do bigode, razão pela qual está restringida a homens adultos. Quando a lesão se localiza 
noutra zona da face passa a denominar-se tinea faciei. O mesmo acontecendo no caso da lesão se 
localizar na face de pacientes do sexo feminino e crianças. 
Tinea capitis (Fig. 1B) refere-se essencialmente à infecção do couro cabeludo mas a pele e 
o cabelo, assim como as sobrancelhas e as pestanas, podem ser infectadas. Existem duas formas 
de infecção do cabelo: endotrix (Fig. 1C) e ectotrix (Fig. 1D). Embora em ambos os casos a 
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infecção comece com a penetração do cabelo e crescimento do microrganismo, a formação dos 
artroconídios ocorre no interior do cabelo no primeiro caso e no exterior do cabelo no segundo. 
Tinea corporis (Fig. 1E) é a infecção do corpo (pele glabra), geralmente o tronco, os 
ombros, os membros e ainda a face (exceptuando a área da barba).  
Tinea cruris (Fig. 1F) é a infecção das virilhas, das áreas perianal e perineal e 
ocasionalmente da zona superior das coxas. Este tipo de infecção encontra-se mais 
frequentemente em homens adultos. As lesões são bilaterais e, muitas vezes, assimétricas, 
estendendo-se para baixo na zona interior da coxa.   
Tinea favosa (Fig. 1G) é uma infecção severa e crónica caracterizada pela presença no 
couro cabeludo e na pele glabra de crosta amarelada composta por uma massa densa de micélio.  
Tinea imbricata (Fig. 1H) é uma infecção crónica da pele com uma manifestação clínica 
particular que se caracteriza por anéis concêntricos de descamação que podem atingir grandes 
áreas do corpo. 
Tinea manuum (Fig. 1I) corresponde à infecção, frequentemente unilateral, da zona 
interdigital e da palma da mão. 
Tinea pedis (Fig. 1J) (vulgarmente conhecida como pé de atleta) é a infecção dos pés, 
especialmente a planta do pé e os espaços interdigitais (principalmente no terceiro e quarto 
espaços). A infecção pode provocar fissuras e maceração nos espaços interdigitais e lesões 
eritemato-descamativas em toda a região plantar. 
Tinea unguium é a infecção da unha existindo três tipos de infecção: invasão subungueal 
distal (Fig. 1K), invasão subungueal proximal (Fig. L) e infecção micótica superficial branca 
(Fig. 1M), em que o fungo infecta a camada superficial da unha. 
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H                                  I                                    J
A                              B                   C                     D
 
 
Figura 1– Tipos de dermatofitias. 
 A- Tinea barbae; B- Tinea capitis; C- infecção do cabelo endotrix; D- infecção do 
cabelo ectotrix; E- Tinea corporis; F- Tinea cruris; G- Tinea favosa; H- Tinea 
imbricata; I- Tinea manuum; J- Tinea pedis; K- Tinea unguium subungueal distal;      
L- Tinea unguium subungueal proximal; M- Tinea unguium superficial branca. (as 
imagens foram recolhidas nos websites “Dr. Fungus” e “Novartis” disponíveis nos 
endereços http://www.doctorfungus.org/ e www.novartis.com, respectivamente). 
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1.3. AGENTES ETIOLÓGICOS E SUA ECOLOGIA1  
 
Os dermatófitos são fungos filamentosos muito relacionados do ponto de vista morfológico 
e fisiológico que, no seu estado anamórfico (estado imperfeito ou assexual), são membros dos 
géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Os dermatófitos que apresentam uma 
reprodução sexuada (estado teleomórfico) são agrupados no género Arthroderma. 
Fisiologicamente, estes fungos apresentam tolerância ao antifúngico cicloheximida e causam o 
aumento do pH para valores alcalinos em consequência do seu crescimento em meios de agar com 
glucose e peptona. 
De acordo com Weitzman et al. (1995),  Padhye et al. (1999) e Gräser et al. (2008), nas 
Tabelas 1 e 2 estão representadas as espécies anamórficas e teleomórficas dos dermatófitos. No 
entanto, a taxonomia deste grupo de fungos está longe de estar definida como provam as recentes 
publicações de Gräser et al. (1999a, 2006) e Woodgyer (2004), em que se questiona a validade 
taxonómica de algumas espécies de dermatófitos, nomeadamente T. tonsurans e T. equinum. 
Tabela 1- Espécies de dermatófitos dos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. 
Epidermophyton Microsporum Trichophyton
E. floccosum M. amazonicum T. ajelloi
M. appendiculatum T. concentricum
M. audouinii T. eboreum
M. boullardii T. equinum
M. canis T. fischeri
M. cookei T. flavescens
M. distortum T. georgiae
M. duboisii T. gloriae
M. equinum T. gourvilii
M. ferrugineum T. kanei
M. fulvum T. langeronii
M. gallinae T. megninii
M. gypseum T. melis
M. langeronii T. mentagrophytes var. erinacei
M. nanum T. mentagrophytes var. goetzii
M. persicolor T. mentagrophytes var. granulosum
M. praecox T. mentagrophytes var. interdigitale
M. racemosum T. mentagrophytes var. krajdenii
M. ripariae T. mentagrophytes var. mentagrophytes
M. rivalieri T. mentagrophytes var. nodulare
T. mentagrophytes var. quinckeanum
T. raubitschekii
T. rubrum
T. sarkisovii
T. schoenleinii
T. simii
T. soudanense
T. terrestre
T. tonsurans
T. vanbreuseghemii
T. verrucosum
T. verrucosum var. autotrophicum
T. violaceum
T. yaoundei
Géneros e espécies de dermatófitos
 
 
 
1Adaptado de Padhye et al. (1999). 
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Tabela 2- Estados teleomórficos e anamórficos dos dermatófitos. 
Arthroderma spp. Microsporum spp. e Trichophyton spp.
A. benhamiae T. mentagrophytes
A. borellii M. amazonicum
A. cajetani M. cookei
A. ciferrii T. georgiae
A. flavescens T. flavescens
A. fulvum M. fulvum
A. gertleri T. vanbreuseghemii
A. gloriae T. gloriae
A. grubyi M. gallinae
A. grubyi M. vanbreuseghemii
A. gypseum M. gypseum
A. incurvatum M. gypseum
A. insingulare T. terrestre
A. lenticulare T. terrestre
A. melis T. melis
A. obtusum M. nanum
A. olidum T. eboreum
A. otae M. canis
A. persicolor M. persicolor
A. quadrifidum T. terrestre
A. racemosum M. racemosum
A. simii T. simii
A. uncinatum T. ajelloi
A. vanbreuseghemii T. mentagrophytes
Estado teleomórfico Estado anamórfico
 
 
A identificação dos dermatófitos é feita essencialmente de acordo com a classificação 
descrita por Emmons, baseando-se na observação ao microscópio das estruturas fúngicas assim 
como na morfologia das colónias crescidas em meio “Sabouraud Dextrose Agar” (SDA). A adição de 
1% de extracto de levedura ao meio SDA ou a utilização de outros meios (“Cornmeal Dextrose 
Agar” ou “Potato Dextrose Agar”) pode ser necessária para estimular a esporulação.  
Para certas espécies, a utilização de testes adicionais (nutricionais e fisiológicos) poderá ser 
essencial para uma correcta identificação. Assim, a capacidade de produção de urease é 
investigada para distinguir as espécies não produtoras desta enzima, particularmente T. rubrum e 
T. soudanense (Weitzman et al., 1995). 
O teste de perfuração do cabelo também pode ser utilizado para distinguir algumas 
espécies, nomeadamente para diferenciar isolados atípicos de T. mentagrophytes (positivos) de 
isolados atípicos de T. rubrum (negativos), assim como a distinção entre isolados atípicos de 
M. canis (positivos) e de M. audouinii e M. equinum (negativos) (Weitzman et al., 1995). 
Outros ensaios podem também ser utilizados para identificar os dermatófitos. O 
crescimento em meio “Bromocresol Purple (BCP)-Milk Solids-Glucose” pode ser útil para distinguir 
T. rubrum e T. mentagrophytes uma vez que, ao contrário da primeira, esta espécie apresenta um 
bom crescimento e alcaliniza este meio, provocando a alteração da sua cor original (azul 
acinzentado) para violeta (disponível online no website http://www.hardydiagnostics.com/). 
Testes de termotolerância podem ainda ser incluídos, permitindo diferenciar entre 
T. mentagrophytes e T. terrestre; T. verrucosum e T. schoenleinii. T. mentagrophytes apresenta 
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uma boa taxa de crescimento a 37ºC enquanto T. terrestre não cresce; paralelamente o 
crescimento de T. verrucosum aumenta a 37ºC, o mesmo não se verificando para T. schoeleinii. 
Relativamente às observações macroscópicas, a presença de pigmentação, as cores das 
colónias (superfície e verso), a textura das superfícies e a topografia das margens das colónias, 
assim como a taxa de crescimento do fungo, deverão ser examinadas (Weitzman et al., 1995).  
No que diz respeito à observação microscópica, o tipo de conídios produzidos, a sua forma 
e dimensão, assim como a presença de outras estruturas (e.g. clamidósporos) são critérios 
essenciais para a identificação. A maioria das espécies dos dermatófitos produz dois tipos de 
conídios: grandes - macroconídios pluricelulares - e pequenos conídios unicelulares chamados 
microconídios. A presença/ausência destes dois tipos de conídios e o tipo de parede (rugosa ou 
lisa) são importantes para a identificação das espécies de dermatófitos. 
Os membros do género Trichophyton apresentam colónias que podem ser peludas, 
pulverulentas a granulosas ou lisas e cerosas. A superfície das colónias é geralmente branca, 
amarelada ou mais raramente cor-de-rosa a roxa. A pigmentação no verso da colónia varia muito 
de acordo com as espécies. As espécies mais frequentemente encontradas produzem numerosos 
microconídios e mais raramente macroconídios. A dimensão, a forma (desde piriforme, claviforme, 
esférica a alongada) e a disposição dos microconídios nas hifas (isolados ao longo das paredes das 
hifas ou agrupados em cachos) ajuda a identificar a espécie. Quando estão presentes, os 
macroconídios possuem paredes finas e lisas e formas variadas desde alongada, forma de lápis, 
claviforme e fusiforme a cilindro-fusiforme. Outros testes fisiológicos (e.g. produção de urease) são 
também utilizados para a identificação dos isolados ao nível de espécie. As espécies deste género 
podem infectar a pele, o cabelo e as unhas. 
Os membros do género Microsporum exibem colónias que podem ser similares às 
apresentadas pelos isolados do género Trichophyton com coloração esbranquiçada, acinzentada, 
amarelada e ocasionalmente cor-de-rosa. A pigmentação no verso da colónia varia muito 
consoante as espécies. Os membros deste género produzem micro e macroconídios, sendo que os 
últimos apresentam paredes espessas e rugosas, a principal característica na identificação dos 
isolados deste grupo. Os macroconídios apresentam várias morfologias de ovóide a cilindro-
fusiforme e, dependendo das espécies, possuem um a 15 septos. Os microconídios são claviformes 
ou piriformes e ligados directamente ou por meio de um esterigmata às paredes das hifas. Pode 
ainda ser observada a presença de micélio em raquete, de corpos nodulares e de clamidósporos. 
Membros deste género podem provocar infecções da pele, do cabelo e mais raramente das unhas. 
Os membros do género Epidermophyton diferem macroscopicamente dos de Trichophyton e 
Microsporum apresentando colónias com uma superfície aveludada, plana ou levantada e dobrada 
no centro, normalmente com uma cor verde-oliva ou amarelo-acastanhado. O reverso das colónias 
pode ir de acastanhado a alaranjado. Em colónias mais velhas podem surgir pequenos tufos de 
micélio branco, que correspondem a áreas de pleomorfismo. O género Epidermophyton caracteriza-
se pela ausência de microconídios e pela presença de numerosos macroconídios claviformes de 
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parede lisa. Neste género, são conhecidas apenas duas espécies, E. floccosum e E. stockdaleae, 
mas somente a primeira é patogénica. E. floccosum infecta a pele, as unhas e raramente o cabelo.  
Com base no seu nicho natural e na sua associação com os hospedeiros, os dermatófitos 
foram agrupados em três grupos: geofílico, zoofílico e antropofílico dependendo do seu habitat ser 
o solo, os animais ou os humanos.  
Por estarem associadas à decomposição de material queratinizado presente no solo, as 
espécies geofílicas são consideradas as ancestrais dos dermatófitos patogénicos. Por sua vez, as 
espécies zoofílicas passaram gradualmente da vida saprofítica no solo ao parasitismo de animais. A 
adaptação das espécies zoofílicas ao parasitismo de humanos permitiu a formação do grupo de 
espécies antropofílicas.  
 A passagem do modo de vida saprofítico no solo a um modo quase exclusivo de parasitismo de 
humanos foi acompanhada por um decréscimo ou perda de formação conidial, assim como a 
incapacidade da reprodução sexuada. Esta última característica verifica-se em quase todos os 
dermatófitos antropofílicos com a excepção de Arthroderma vanbreuseghemii (teleomórfico de 
T. mentagrophytes). Algumas espécies zoofílicas e antropofílicas podem representar um estádio 
intermediário na sua evolução no que diz respeito à perda da reprodução sexuada. Arthroderma 
otae (teleomórfico de M. canis) existe predominantemente sob a forma de ‘mating type’ (+) mas 
ainda possui a capacidade de se reproduzir sexualmente quando cruzado com o raro ‘mating type’ 
(-). Além da perda da capacidade de reprodução sexuada, as espécies antropofílicas tendem a 
produzir infecções crónicas que dificilmente se resolvem espontaneamente.  
As espécies geofílicas têm como nicho ecológico o solo e estão associadas à decomposição 
do material queratinoso nele presente (e.g. cabelos, penas, unhas). A exposição ao solo 
contaminado constitui a maior fonte de infecção de humanos e animais. A transmissão de espécies 
geofílicas dos animais aos humanos e entre humanos é rara. Todavia, M. gypseum foi descrito 
como responsável por dois surtos ocorridos entre indivíduos com emprego relacionado com o solo. 
O primeiro surto envolveu trabalhadores de uma estufa de produção de pepino e o segundo 
crianças e adultos com um contacto muito próximo com esses trabalhadores. 
As espécies zoofílicas têm como hospedeiro natural os animais, que podem ou não 
apresentar sintomas. A infecção de humanos por espécies zoofílicas ocorre quando existe um 
contacto directo com animais infectados ou, de uma forma indirecta, quando ocorre um contacto 
com objectos inanimados associados ao material queratinoso de animais infectados. M. canis é 
uma espécie zoofílica relacionada com muitas infecções em humanos. 
As espécies antropofílicas têm como hospedeiro natural os humanos. A transmissão entre 
humanos pode ocorrer por contacto directo entre pessoas ou por contacto indirecto, como por 
exemplo devido à partilha de escovas, toalhas, bonés, etc. Ainda que raras, já foram descritas 
transmissões de espécies antropofílicas de humanos para animais.  
A distinção entre isolados geofílicos e zoofílicos nem sempre é óbvia e pode ser controversa 
exigindo, por isso, um estudo ecológico de grande dimensão. M. gypseum, a típica espécie 
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geofílica, tem o solo como nicho natural podendo ainda causar infecções em animais. Todavia, a 
sua existência em solos não muito modificados pela presença animal, onde sobrevive e produz 
abundantes macroconídios para a sua propagação, valeu-lhe a classificação de geofílica. 
Relativamente à espécie M. nanum, que causa infecções em porcos, a sua natureza 
geofílica está bem estabelecida uma vez que os seus macroconídios característicos podem ser 
observados directamente em suspensões de solo, estando ausentes em amostras de humanos e 
animais infectados. 
Por outro lado, algumas espécies zoofílicas são mais frequentemente isoladas do solo ou da 
pele de animais assintomáticos do que de animais que apresentam lesões. Alguns micologistas 
consideram M. persicolor e T. simii como sendo espécies geofílicas enquanto outros as consideram 
como zoofílicas. Estas duas espécies foram isoladas de solos e de animais sem lesões aparentes. 
A. simii (teleomórfica de T. simii) causa infecções em cães, macacos, aves e humanos. Por sua vez, 
M. persicolor é mais frequentemente isolada de roedores e pode causar infecções graves em 
humanos. O isolamento de M. persicolor de uma lesão cutânea de uma mulher e do solo do seu 
jardim (os dois isolados apresentavam o mesmo ‘mating type’) aponta para um geofilismo. 
Todavia, nem os macroconídios característicos de M. persicolor nem de T. simii foram observados 
no exame directo do solo, justificando a sua classificação como espécies zoofílicas por alguns 
autores. 
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1.4. IDENTIFICAÇÃO  
 
Durante a infecção a maioria dos fungos apresenta apenas a fase vegetativa com ausência 
de esporulação (Guarro et al., 1999). Os procedimentos de rotina para a identificação dos 
dermatófitos baseiam-se na observação directa ao microscópio de filamentos micelianos em 
amostras tratadas com hidróxido de potássio (10 a 20%). Embora a forma das hifas e a presença 
de septo constituam as primeiras indicações sobre o agente causador, uma identificação correcta 
requer a cultura do fungo. Após confirmação da existência de material fúngico, procede-se à 
inoculação em meios específicos para determinação dos caracteres macro e microscópicos, assim 
como das propriedades fisiológicas do fungo. No entanto, a variabilidade morfológica que alguns 
isolados podem apresentar (e.g. Trichophyton spp.), as formas atípicas observadas em certos 
casos e a taxa de crescimento de alguns fungos, por vezes muito baixa, tornam a identificação 
morosa, difícil e restrita a micologistas especializados (Padhye et al., 1999). 
 
1.4.1. IMPORTÂNCIA DA IDENTIFICAÇÃO 
Sabouraud foi o primeiro a utilizar meios de cultura artificiais para a identificação dos 
dermatófitos baseando-se na sua morfologia após o crescimento. Mais tarde, foram introduzidos 
testes adicionais para permitir a identificação destes fungos investigando a produção de urease, a 
exigência vitamínica e a perfuração in vitro do cabelo (Gräser et al., 2000a). Contudo, algumas 
características observadas são instáveis, como a pigmentação e a esporulação, que deixam de se 
observar após inoculações sucessivas, ou a sobreposição de características entre as espécies 
(Kac, 2000). Devido à incongruência entre os dados fisiológicos e as fronteiras taxonómicas 
descritas, a interpretação dos resultados dos testes fenotípicos torna-se complicada (Gräser et al., 
2000a). 
Com base no conceito biológico de espécie, i.e. grupo de indivíduos realmente ou 
potencialmente intercruzáveis isolados dos outros pela barreira reprodutiva, foram utilizados testes 
de cruzamentos entre vários isolados. Esta abordagem mostrou-se adequada, sobretudo no caso 
das espécies geofílicas. No entanto, a necessidade de possuir uma micoteca com ‘mating-types’ 
opostos de todas as espécies, assim como a ausência do estado teleomórfico para algumas 
espécies (e.g. T. rubrum), tornam esta técnica de difícil utilização (Gräser et al., 2000a; 
Kac, 2000).  
Nas duas últimas décadas observou-se um aumento no número de pessoas 
imunodeprimidas e, paralelamente, um crescimento do número de casos de infecções por fungos 
(Guarro et al., 1999). As múltiplas viagens intercontinentais devido à democratização dos 
transportes (sobretudo aéreos) permitiram a deslocação de milhões de pessoas e de várias 
espécies de fungos (Chabasse et al., 2000). Por sua vez, o desenvolvimento da micologia levou à 
identificação de novos agentes não sendo, no entanto, possível afastar a possibilidade de estes já 
terem causado infecções anteriormente. 
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A identificação dos dermatófitos ao nível de espécie e o conhecimento da sua ecologia têm 
um papel importante nos estudos epidemiológicos e na saúde pública, especialmente para espécies 
que produzem surtos familiares ou institucionais (Padhye et al., 1999; Yu et al., 2004; 
Sugita et al., 2006a).  
O conhecimento das espécies geograficamente endémicas é importante no caso de uma 
infecção para determinar se se trata de um caso esporádico, ou se se está perante uma nova 
distribuição do fungo, especialmente porque a ecologia e a prevalência dos dermatófitos se está a 
alterar dinamicamente (del Palacio et al., 1999; East-Innis et al., 2006). Uma rápida e correcta 
identificação permite uma terapia antifúngica eficaz e dirigida ao agente causador da infecção, tão 
necessária e importante sobretudo com o advento das resistências a antifúngicos 
(Michaelides et al., 1961; Mukherjee et al., 2003) e ao aparecimento de novos antifúngicos com 
diferentes concentrações mínimas inibitórias para espécies relacionadas (Troke, 1993). 
Os aspectos clínicos das dermatofitias, tanto em pacientes imunodeprimidos como em 
pacientes imunocompetentes, podem ser atípicos e mais difíceis de diagnosticar (Odom, 1994; de 
Komaid et al., 2002), sobretudo quando a colheita da amostra é efectuada após o início da terapia 
(Jacobs et al., 2001). 
Estudos realizados revelaram que vários pacientes parecem ter uma predisposição genética 
para infecção crónica da unha por T. rubrum (Zaias et al., 1996). Estes pacientes, após a cura, 
podem adquirir uma nova infecção a partir do ambiente (e.g. piscina), sendo esta reaquisição da 
doença (ou reinfecção) difícil de distinguir de uma recaída causada pelo isolado original (cura 
incompleta). A distinção entre uma nova infecção e uma recaída é importante para avaliar o 
sucesso da terapia administrada.  
Apesar do tratamento das infecções provocadas por dermatófitos ser relativamente fácil, 
este só será eficaz após um diagnóstico correcto. Uma maior rapidez, fiabilidade e acessibilidade de 
diagnóstico, sobretudo nos casos acima referidos, dependem do desenvolvimento de métodos 
moleculares para a identificação a nível de espécie e para a diferenciação genómica das estirpes. A 
identificação correcta permitirá a prescrição do antifúngico adequado contra o agente causador da 
infecção. A possibilidade de diferenciação, por sua vez, permitirá um melhor conhecimento das 
relações de clonalidade destes fungos, essencial para a monitorização de infecções nosocomiais, 
assim como para a identificação de surtos institucionais ou familiares (Padhye et al., 1999). 
 
1.4.2. MÉTODOS MOLECULARES  
Várias técnicas moleculares têm vindo a ser experimentadas na perspectiva de uma 
identificação e diferenciação mais rápidas e fiáveis, sendo também aplicadas a estudos 
filogenéticos e estudos epidemiológicos (e.g. monitorização de surtos) (Guarro et al., 1999). 
Um teste para a identificação de dermatófitos com base no seu DNA foi utilizado pela 
primeira vez em 1980 por Davison e colaboradores. Estes autores determinaram o conteúdo em 
G+C de 34 espécies dos géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Os valores obtidos 
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situaram-se entre 48,7 e 50,3% o que demonstra uma grande homogeneidade no teor molar de 
G+C deste grupo de fungos, não reflectindo as diferenças nas características observadas macro e 
microscopicamente. 
Resultados semelhantes foram obtidos por Teng e sua equipa (1989) que, ao analisarem o 
teor em G+C de vários isolados de T. rubrum, concluíram que a heterogeneidade morfológica dos 
isolados não era reflectida pelos resultados moleculares.  
Utilizando a técnica de hibridação DNA-DNA, Davison et al. (1984) analisaram sete 
espécies dos três géneros de dermatófitos. Os resultados mostraram uma boa correlação com a 
classificação estabelecida, principalmente quanto à separação dos géneros. Esta técnica revelou, 
ainda, uma baixa homologia entre as espécies T. terrestre e A. benhamiae (25%) e entre estas 
duas e T. rubrum (24%), assim como entre A. incurvatum (teleomórfico de M. gypseum) e M. canis 
(28%). 
 No entanto, duas estirpes possuírem teores em G+C similares (ou iguais) não revela 
necessariamente o seu grau de relacionamento, devido ao facto de não se ter em consideração a 
sequência de nucleótidos no DNA (Curk et al., 1994). Essa observação conduziu outros autores a 
estudarem regiões mais específicas do DNA (DNA mitocondrial, rDNA, genes codificando para a 
quitina sintetase e topoisomerase) para uma melhor compreensão dos dermatófitos.  
 
1.4.2.1. DNA mitocondrial  
No final dos anos 80 o DNA mitocondrial (mtDNA) começou a ser utilizado na análise 
molecular de dermatófitos. O mtDNA possui uma menor dimensão que o DNA genómico e existe 
em várias cópias por célula. Assim, após extracção e restrição os vários fragmentos de mtDNA 
podem ser separados em géis de agarose e os perfis obtidos analisados.  
Em 1987, de Bièvre et al. utilizaram quatro enzimas de restrição (HindIII, HaeIII, AluI e 
EcoRI) para digerir o mtDNA de seis isolados de T. rubrum. Com base nos perfis obtidos os autores 
separaram os isolados em dois grupos. No entanto, essa separação não correspondia às 
características morfológicas dos isolados em análise. 
Nos seus estudos filogenéticos Kawasaki et al. (1990) utilizaram o mtDNA para analisar as 
espécies Nannizzia incurvata, N. gypsea, N. fulva e N. otae. Estes autores concluíram que 
N. gypsea está mais relacionada com N. fulva do que com N. incurvata e que a distância 
filogenética entre N. otae e as outras espécies é maior do que as distâncias entre elas. Apesar de 
os resultados obtidos por estes autores não serem consistentes com a classificação baseada nas 
características fenotípicas de N. incurvata, N. gypsea e N. fulva, ficou comprovado que esta 
metodologia pode ser aplicada para a distinção entre as espécies analisadas. 
A relação entre 22 isolados de T. mentagrophytes var. interdigitale provenientes do Japão e 
outros membros do complexo T. mentagrophytes foi investigada utilizando o mtDNA e várias 
enzimas de restrição (HaeIII, MspI, e HindIII) (Mochizuki et al., 1990). A comparação entre os 
perfis de restrição obtidos para T. mentagrophytes var. interdigitale, A. simii, A. benhamiae e 
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A. vanbreuseghemii permitiu concluir que a primeira e a última espécie eram muito relacionadas 
uma vez que os seus perfis de restrição eram idênticos. Paralelamente, foi possível distinguir 
A. simii de A. benhamiae e ambas das restantes espécies incluídas neste estudo. 
Nishio e colaboradores (1992) utilizaram cinco enzimas de restrição (HaeIII, MspI, HindIII, 
XbaI e BglII) para digerir o mtDNA de várias espécies do género Trichophyton. Os resultados 
obtidos não permitiram observar diferenças nos perfis de restrição obtidos para T. mentagrophytes 
e T. tonsurans nem entre T. schoeleinii e T. quinckeanum (T. mentagrophytes var. quinckeanum). 
Tal como anteriormente referido por Kawasaki et al. (1990) verificou-se uma ausência de 
correlação entre os perfis de restrição do mtDNA e as características fenotípicas. Simultaneamente, 
e como no estudo de de Bièvre et al. (1990), os autores observaram a presença de dois tipos de 
perfis em T. rubrum, dividindo esta espécie em dois grupos (I e II).  
Kawasaki et al. (1992) investigaram a relação filogenética entre os géneros Nannizzia 
(N. fulva, N. grubyia, N. gypsea, N. incurvata e N. otae) e Arthroderma (A. benhamiae, 
A. insingulare, A. quadrifidum, A. simii e A. vanbreuseghemii) utilizando a restrição do mtDNA por 
oito enzimas (HaeIII, HhaI, MspI, BglII, EcoRI, EcoRV, HindIII e XbaI). Os resultados obtidos 
corroboraram os de Weitzman et al. (1986) em que os dois géneros foram considerados sinónimos. 
Para avaliar a homogeneidade de T. mentagrophytes var. interdigitale, Mochizuki et al. 
(1996) utilizaram quatro endonucleases (MspI, HaeIII, HindIII e BglII) para produzir perfis de 
restrição do mtDNA de 29 isolados obtidos na Bélgica e na Índia. Os resultados não revelaram 
diferenças entre os isolados em análise e, paralelamente, a comparação desses perfis com os 
observados para A. vanbreuseghemii demonstrou uma grande semelhança, tal como observado no 
estudo anteriormente referido com isolados provenientes do Japão (Mochizuki et al., 1990). A 
conjugação dos resultados destes dois estudos permitiu-lhes concluir que T. mentagrophytes var. 
interdigitale forma uma espécie homogénea e relacionada com A. vanbreuseghemii. 
Ferreirós e colaboradores, em 1999, utilizaram um fragmento de mtDNA de 1450 bp para 
analisar diferenças entre T. rubrum, T. mentagrophytes var. mentagrophytes, T. tonsurans, 
T. megninii, M. canis e M. gypseum. No estudo foram ainda incluídos isolados dos géneros Candida, 
Penicillium e Scopulariopsis. Os resultados obtidos permitiram distinguir o género Trichophyton dos 
restantes e ainda identificar algumas estirpes pertencentes à espécie T. rubrum. Os autores 
afirmam ainda que as diferenças observadas deverão ser confirmadas por sequenciação. 
A primeira sequenciação completa do mtDNA ocorreu em 2006 (Tambor et al., 2006). Os 
autores sequenciaram o mtDNA da espécie E. floccosum que revelou, após análise filogenética, ser 
muito relacionada com T. rubrum.  
 
1.4.2.2. Genes de rRNA  
A transcrição do DNA em RNA e a subsequente tradução deste em proteínas constitui um 
dos processos mais importantes da vida celular em todos os organismos vivos. Um dos organitos 
mais importantes neste processo e responsável pela tradução do mRNA é o ribossoma. A região do 
DNA que codifica para o RNA ribossomal (rRNA) designa-se DNA ribossomal (rDNA) e consiste em 
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regiões altamente conservadas (18S, 5,8S e 28S) e regiões mais variáveis designadas ITS 
(‘Internal Transcribed Spacer’) (Iwen et al., 2002).  
No complexo de rDNA de todos os eucariotas, as regiões ITS estão localizadas entre o 18S 
do rDNA e o 5,8S (ITS1) e o 5,8S e o 28S (ITS2). Existem ainda regiões denominadas IGS 
(‘Intergenic Transcribed Spacer’) que separam os complexos de genes de rRNA presentes no 
genoma do organismo e que contêm regiões designadas NTS (‘Non Transcribed Spacer’) 
(Iwen et al., 2002).  
Por conter regiões altamente conservadas e regiões variáveis o rDNA foi seleccionado para 
estudos de identificação e diferenciação de dermatófitos. Assim, Bock et al. (1994) desenharam 
‘primers’ dirigidos para uma região do rDNA 18S tendo obtido amplificação para todas as espécies 
analisadas (T. rubrum, T. mentagrophytes, T. verrucosum, T. terrestre, M. canis, M. gypseum e 
E. floccosum). A zona amplificada contém algumas regiões variáveis permitindo aos autores 
concluir que a mesma poderia vir a ser utilizada para a detecção dos dermatófitos em amostras 
clínicas. 
Para estudos filogenéticos, Makimura e colaboradores (1998) sequenciaram a região ITS1 
do rDNA de 37 isolados do complexo T. mentagrophytes. Esta técnica permitiu-lhes distinguir 
estirpes de T. mentagrophytes isoladas de humanos de estirpes isoladas de animais. Esta análise 
filogenética possibilitou ainda a separação das estirpes em três grupos: I – estirpes de 
T. mentagrophytes (isoladas de humanos e animais) e A. vanbreuseghemii; II – estirpes de 
A. simii; III – estirpes de A. benhamiae, T. mentagrophytes (isolada de um coelho) e 
T. mentagrophytes var. erinacei. Os autores referem ainda que o grupo III está filogeneticamente 
afastado dos grupos I e II (filogeneticamente muito relacionados). 
Para proceder a estudos taxonómicos e filogenéticos, Gräser et al. (1999c) sequenciaram o 
ITS total (i.e. região correspondente ao ITS1, 5,8S e ITS2) de 41 espécies de dermatófitos. Os 
resultados indicaram que o número de variedades da espécie T. mentagrophytes deveria ser 
reduzido; que as duas espécies de Epidermophyton não estão relacionadas; que os dois géneros 
Microsporum e Trichophyton deveriam constituir um só género e que algumas espécies parecem 
ser tão relacionadas que deveriam ser consideradas conspecíficas (nomeadamente T. rubrum e 
T. megninii; M. gallinae e A. grubyi; M. audouinii var. rivalieri, M. audouinii var. longeronii e 
M. audouinii; M. canis e M. equinum). 
No mesmo ano, Jackson et al. utilizaram as regiões ITS e NTS para identificação e 
diferenciação de estirpes de dermatófitos. A amplificação da região ITS e sua posterior restrição 
por MvaI permitiu identificar nove espécies, nomeadamente M. audouinii, M. canis, M. gypseum, 
M. persicolor, E. floccosum, T. mentagrophytes, T. terrestre, T. verrucosum e T. violaceum. 
Porém, as espécies T. equinum e T. tonsurans; T. concentricum e T. erinacei; T. quinckeanum e 
T. schoenlenii, T. soudanense e T. rubrum não puderam ser identificadas por partilharem duas a 
duas o mesmo perfil. No mesmo estudo, e após restrição de DNA total de T. rubrum por EcoRI, 
procedeu-se à hibridação com uma sonda composta pelo ITS total e parte do rDNA 18S. Os 
resultados revelaram 14 perfis de RFLP (‘Restriction Fragment Lenght Polymorphism’) entre as 50 
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estirpes clínicas de T. rubrum analisadas. Os autores concluíram que o polimorfismo em T. rubrum 
se encontra na região NTS e não na região ITS.  
Makimura et al. (1999) sequenciaram a região ITS1 do rDNA para pesquisar as relações 
filogenéticas entre 18 espécies de dermatófitos dos géneros Trichophyton, Microsporum e 
Epidermophyton. Os resultados permitiram colocar num só grupo Trichophyton spp. e Microsporum 
spp. enquanto E. floccosum constituiu um grupo diferente. No grupo que continha os isolados do 
género Trichophyton os autores identificaram três subgrupos: a- A. vanbreuseghemii, A. simii, 
T. mentagrophytes, T. mentagrophytes var. quinckeanum, T. tonsurans e T. schoenleinii;            
b- A. benhamiae, T. mentagrophytes var. erinacei e T. verrucosum e c- T. rubrum e T. violaceum. 
Com base nesses resultados os autores concluíram que as espécies T. tonsurans e T. schoenleinii e 
T. verrucosum estão “sobreclassificadas” uma vez que agruparam com os teleomórficos da espécie 
T. mentagrophytes. Por possuírem fenótipos, patogenicidade e afinidade para o hospedeiro 
diferentes, os autores sugerem que as mesmas devem permanecer como espécies independentes 
para facilitar a sua identificação no caso de uma infecção. 
Summerbell e colaboradores (1999) utilizaram as sequências do ITS total para estudar as 
relações de T. rubrum com as espécies antropofílicas com ela relacionadas. Embora tenham sido 
detectadas pequenas ou nenhumas diferenças entre as sequências de algumas espécies 
(e.g. nenhuma diferença entre T. raubitschekii, T. fischeri, T. kanei e T. rubrum; um par de bases 
entre T. equinum e T. tonsurans), os autores sugeriram que estas fossem mantidas separadas com 
base nas suas características morfológicas e no seu nicho ecológico, recomendando ainda que 
deveria ser realizado um estudo genotípico “multilocus” para esclarecimento das possíveis relações. 
Os fragmentos obtidos por amplificação da região ITS2 do rDNA foram analisados num 
sistema automático de electroforese em capilar com o objectivo de determinar a sua dimensão 
(Turenne et al., 1999). Os amplicões para 14 espécies de dermatófitos apresentaram dimensões 
muito próximas (entre 298 e 366 bp), não se detectando nenhuma diferença entre isolados de 
M. canis e M. gypseum (321 bp) ou diferenças mínimas como em M. cookei (314 bp) e 
T. violaceum (315 bp). No entanto, os autores concluem que a utilização dessa metodologia, 
combinada com os dados clínicos, poderá constituir uma boa ferramenta para o diagnóstico 
precoce de uma infecção fúngica, uma vez que os resultados ficam disponíveis em cerca de 7 h.  
Jackson et al. (2000) sequenciaram a região NTS de 101 isolados de T. rubrum. Estes 
autores descreveram duas regiões de sequências em tandem, designadas TRS-1 (‘Tandemly 
Repetitive Subelements’ - 1) e TRS-2. A utilização destas duas regiões permitiu a diferenciação 
entre os isolados de T. rubrum, por o número de cópias das sequências repetidas ser variável entre 
as estirpes. 
Gupta et al. (2001a), após digestão de DNA total de T. rubrum e T. mentagrophytes com 
EcoRI, procederam à hibridação com a sonda descrita por Jackson et al. em 1999 (ITS total e parte 
do rDNA 18S). Os isolados provinham de lesões de pacientes tratados por antifúngico oral 
(16 pacientes infectados com T. rubrum e quatro com T. mentagrophytes) num período de três 
anos. Os autores observaram diferenças nos perfis (cinco tipos de perfis para T. rubrum) entre 
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isolados da mesma espécie, confirmando os resultados obtidos por Jackson et al. (1999). No 
entanto, a presença de mais de um perfil para isolados obtidos do mesmo paciente durante um 
período de um, dois ou três anos levou Gupta e a sua equipa a concluir que a técnica utilizada não 
permite distinguir entre infecção, recaída, ou uma nova infecção. 
A mesma região e técnica foram utilizadas por Mochizuki e colaboradores (2001) no estudo 
epidemiológico de estirpes de A. benhamiae isoladas de animais e humanos. Dos oito isolados de 
A. benhamiae incluídos no seu estudo, os autores encontraram cinco perfis distintos, sendo todos 
diferentes dos três perfis obtidos para as estirpes de referência. Os resultados evidenciaram o 
mesmo perfil em um isolado de A. benhamiae recolhido de uma menina de sete anos e outro 
isolado do seu coelho de estimação. O mesmo perfil foi ainda detectado num segundo coelho 
proveniente de uma outra cidade. Esses resultados levaram à conclusão que essa estirpe de 
A. benhamiae foi disseminada pelos animais contaminados. Paralelamente, dois isolados de 
A. benhamiae obtidos da mão e da face do empregado de uma loja de animais evidenciaram 
possuir o mesmo perfil. Após análise do historial clínico do paciente, os autores verificaram que a 
primeira lesão surgiu na mão, concluindo que a infecção na cara se deveu ao contacto desta com a 
mão. 
Mochizuki e colaboradores (2003b) utilizaram a mesma metodologia para diferenciar 
isolados da espécie T. mentagrophytes. Os resultados obtidos permitiram concluir que a técnica 
constitui uma ferramenta válida para a diferenciação entre as estirpes de T. mentagrophytes, tal 
como demonstrado no estudo anterior utilizando A. benhamiae (Mochizuki et al., 2001). 
A sequenciação da região 28S do rDNA foi empregue na identificação de vários isolados de 
dermatófitos (Ninet et al., 2003). Os autores distinguiram as várias espécies utilizadas no estudo 
(T. mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans, T. soudanense, T. violaceum, M. canis, M. audouinii, 
M. gypseum e E. floccosum), verificando ainda a existência de polimorfismos entre isolados de 
T. mentagrophytes. 
No mesmo ano, Shin e colaboradores amplificaram o ITS total de várias espécies dos três 
géneros anamórficos dos dermatófitos. A região ITS foi amplificada e sujeita a restrição, 
separadamente, com quatro enzimas (MvaI, DdeI, BsYiI e HinfI) originando diferentes perfis. 
A combinação dos resultados obtidos após restrição com duas enzimas (MvaI e DdeI) era suficiente 
para permitir aos autores identificar todos os isolados, com a excepção de T. rubrum e 
T. raubitschekii que apresentavam os mesmos perfis com todas as enzimas utilizadas no estudo. 
Paralelamente, a utilização dessas duas enzimas permitiu distinguir dois perfis entre os isolados de 
T. mentagrophytes.  
Os fragmentos obtidos após amplificação do ITS total e subsequente restrição por MvaI ou 
HinfI foram separados em géis de acrilamida por Mochizuki et al. (2003a). Os autores conseguiram 
identificar as 14 espécies de dermatófitos incluídas no estudo. 
Ainda em 2003, Gaedigk et al. analisaram a região NTS de T. tonsurans. Os resultados 
indicaram que o NTS apresenta polimorfismo de dimensão que, após sequenciação, revelou ser 
originado por uma região contendo sequências repetidas em tandem. A sequenciação permitiu, 
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ainda, detectar a presença de sete SNPs (‘Single Nucleotide Polymorphisms’), uma pequena 
inserção e uma pequena delecção. Essa metodologia permitiu diferenciar as várias estirpes de 
T. tonsurans analisadas.  
A mesma região, juntamente com a região ITS, foram utilizadas com sucesso em 2004 por 
Yu e colaboradores para identificar isolados de um surto de tinea capitis. Os resultados permitiram 
aos autores concluir que o fungo responsável pelo surto era uma única estirpe de M. canis. 
Em 2005, Nagao et al. utilizaram as sequências do ITS1 disponíveis na Internet para 
desenvolver a técnica ‘nested-PCR’ para identificar T. rubrum. Numa primeira fase os autores 
amplificaram a região ITS com ‘primers’ para T. rubrum, T. mentagrophytes e T. tonsurans e na 
reacção subsequente utilizaram ‘primers’ específicos para T. rubrum e T. mentagrophytes. Esta 
metodologia permitiu-lhes identificar um isolado de T. rubrum responsável por uma infecção 
profunda da pele glabra, que não tinha sido possível identificar por microscopia directa nem por 
cultura. Os autores confirmaram os resultados observados por sequenciação, comprovando que a 
sequência do amplicão de T. rubrum correspondia às já descritas. 
Sugita e colaboradores (2006a) sequenciaram a região ITS para identificar o fungo 
responsável por um surto em praticantes de judo. Estes autores sequenciaram ainda a região IGS 
para diferenciar entre os isolados incluídos no seu estudo. Os resultados mostraram que todos os 
isolados partilhavam a mesma sequência, tendo o fungo responsável sido identificado como 
T. tonsurans. 
Após caracterização da região NTS de T. mentagrophytes var. interdigitale, Jackson e 
colaboradores (2006) desenharam ‘primers’ para a amplificação das regiões repetidas. Após a 
amplificação dessas regiões obteve-se um total de 19 perfis em 42 isolados; no entanto, a maioria 
dos isolados (39%) partilha o mesmo perfil. 
Yang et al. (2007) utilizaram a enzima EcoRI para digerir o DNA genómico de 49 isolados 
clínicos de T. rubrum. Subsequentemente, procederam à hibridação com a sonda descrita pela 
equipa de Jackson (1999). Os autores observaram 20 perfis distintos estando 49% dos isolados 
incluídos em três deles. Paralelamente, as estirpes obtidas de regiões distintas (Norte e Sul da 
China) revelaram perfis similares. Esses resultados conduziram à conclusão de que a metodologia é 
altamente sensível, específica, estável e reprodutível demonstrando um elevado interesse no 
estudo epidemiológico de T. rubrum.  
No artigo recentemente publicado por Gräser e colaboradores (2008) é apresentada uma 
árvore filogenética, construída com base nas sequências da região ITS (ITS1+5,8S+ITS2) do 
rDNA, que demonstra as relações entre as várias espécies de dermatófitos (Fig. 2). 
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Figura 2- Árvore filogenética construída com base nas sequencias da região ITS do rDNA. A preto estão 
representadas as espécies antropofílicas, a vermelho as espécies zoofílicas e a verde as espécies 
geofílicas. A espécie K. ceretanicus foi utilizada como ‘outgroup’ (extraído de Gräser et al., 2008). 
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1.4.2.3. Quitina sintetase  
A quitina é um polissacárido constituído por vários monómeros de N-acetilglucosamina 
ligados entre si por ligações β(1-4). Sendo este polissacárido o componente principal da parede 
celular dos fungos (Bowen et al., 1992), os genes que codificam para a quitina sintetase são 
considerados importantes para estes microrganismos (Munro et al., 2001). Assim, o gene da 
quitina sintetase 1 (CHS1) foi utilizado para identificar e estudar as relações filogenéticas entre os 
dermatófitos. 
A amplificação e subsequente sequenciação do gene CHS1 de A. benhamiae, A. fulvum, 
A. grubyi, A. gypseum, A. incurvatum, A. otae, A. simii e A. vanbreuseghemii foi utilizada para 
estudar as relações filogenéticas entre estas espécies (Kano et al., 1997a). Após comparação das 
sequências, os autores organizaram as espécies em três grupos: I – A. benhamiae, A. simii e 
A. vanbreuseghemii; II – A. fulvum, A. gypseum e A. incurvatum; e III – A. grubyi e A. otae. 
A análise das sequências de CHS1 de A. benhamiae, A. simii, A. vanbreuseghemii, 
T. mentagrophytes var. interdigitale e T. rubrum permitiram a Kano e colaboradores (1998a) 
concluir que as espécies A. benhamiae, A. simii, A. vanbreuseghemii e T. rubrum eram 
geneticamente distintas entre si e que T. interdigitale e A. vanbreuseghemii eram muito 
relacionadas. Os autores observaram ainda a existência de um local de restrição para a enzima 
HinfI no gene CHS1 de T. rubrum que está ausente nas restantes espécies.  
A amplificação do gene CHS1 de E. floccosum e sua subsequente sequenciação pelos 
mesmos autores no ano seguinte (Kano et al., 1999) permitiu compará-lo com sequências 
conhecidas de isolados dos géneros Microsporum e Trichophyton. Os resultados revelaram 85% de 
semelhança com os referidos isolados, permitindo concluir que o género Epidermophyton é 
geneticamente distinto dos outros dois. 
Em 2000, Kano e colaboradores compararam as sequências do gene CHS1 de T. rubrum e 
T. violaceum. Ao contrário de T. rubrum, T. violaceum não possui o local de restrição para HinfI, o 
que permite a sua fácil distinção. O mesmo estudo incluiu ainda isolados de T. raubitschekii que 
possuem 98% de semelhança com T. rubrum levando os autores a sugerir que as duas espécies 
poderiam ser consideradas como T. rubrum. 
Kano et al. (2001) compararam as sequências do gene CHS1 de M. equinum e T. equinum 
com as de A. benhamiae, A. fulvum, A. grubyi, A. gypseum, A. incruvatum, A. otae, A. simii, 
A. vanbreuseghemii, E. floccosum, T. mentagrophytes var. interdigitale, T. rubrum e T. violaceum. 
Foi observada uma elevada percentagem de semelhança (superior a 99%) entre as sequências de 
M. equinum e A. otae, e entre as de T. equinum, T. interdigitale e A. vanbreuseghemii concluindo 
que essas espécies são geneticamente relacionadas. Os autores concluíram ainda que a análise das 
sequências dos genes CHS1 de M. equinum e T. equinum permitiria obter informação útil sobre a 
relação entre as duas espécies e avaliar o seu potencial para a sua identificação. 
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A utilização das sequências do mesmo gene permitiu identificar um isolado que não 
apresentava esporos no exame microscópico (Kano et al., 2002), pois a comparação da sequência 
do gene desse isolado com as já descritas revelou 99% de homologia com a sequência de 
T. rubrum. 
Uma vez que a quitina não está presente nos vertebrados nem nas plantas (Martín-Udíroz 
et al., 2004), Kano e colaboradores (2003) desenharam ‘primers’ específicos para a amplificação 
do gene CHS1 a partir de amostras de pele de vários animais. A amplificação utilizando estes 
novos ‘primers’ permitiu determinar a existência de dermatófitos na amostra, mas a sequência dos 
amplicões não permitiu identificar esses fungos a nível de espécie. 
Hirai et al. (2003) sequenciaram o gene CHS1 de várias espécies de dermatófitos 
pertencentes aos três géneros. Os seus resultados permitiram afirmar que os géneros Trichophyton 
e Microsporum eram distintos, ao contrário do sugerido por outros autores (Gräser et al., 1999c; 
Jousson et al., 2004a). Paralelamente, os autores observaram variações mínimas nas sequências 
entre isolados da mesma espécie. 
Garg e sua equipa (2007) avaliaram a metodologia ‘nested-PCR’ tendo como alvo o gene 
CHS1 em amostras recolhidas de 152 pacientes com onicomicose. Paralelamente, foi efectuado o 
exame microscópico dessas amostras em KOH e o isolamento dos fungos em cultura. Os resultados 
revelaram que apenas em 25% dos casos foi possível cultivar o fungo, tendo a observação 
microscópica detectado resultado positivo em 63,4% dos casos enquanto que a metodologia 
‘nested-PCR’ detectou 79,6%. A análise estatística revelou que a técnica ‘nested-PCR’ dirigida para 
o CHS1 é significativamente mais sensível para detectar os dermatófitos do que as outras duas 
metodologias. ‘CHS1 nested-PCR’ foi considerada pelos autores como ‘gold standard’ para a 
detecção dos dermatófitos responsáveis por onicomicose, tendo sugerido a sua utilização em 
estudos de larga escala e na gestão de casos problemáticos de onicopatias. 
 
1.4.2.4. Topoisomerase II  
A topoisomerase II é uma enzima importante no processo de condensação dos 
cromossomas durante a mitose (Cuvier et al., 2003). Esta enzima catalisa o corte e “colagem” das 
duas cadeias do DNA, permitindo a um segmento de DNA passar através do outro e possibilitando 
o enrolamento cada vez maior da molécula (Lewin, 1997). 
Recentemente, alguns autores (Kanbe et al., 2003a) utilizaram o gene que codifica para a 
topoisomerase II para a identificação de várias espécies de dermatófitos. Os autores desenharam 
‘primers’ que permitiram, numa primeira fase, obter um amplicão com igual dimensão para todos 
os dermatófitos estudados e nenhum produto correspondente noutros fungos incluídos no estudo 
(Aspergillus spp. e Pennicillium spp.). A utilização posterior de outros pares de ‘primers’ 
espécie-específicos possibilitou a identificação ao nível de espécie dos isolados de T. rubrum, 
T. violaceum, M. canis, M. gypseum e E. floccosum. Uma vez que ocorreu, inicialmente, 
amplificação de fragmentos não específicos, os autores concluíram que a utilização dos segundos 
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pares de ‘primers’ (espécie-específicos), em reacções de ‘nested-PCR’, permite resultados mais 
eficientes do que a sua utilização directa. 
No prosseguimento do estudo, os mesmos autores (Kanbe et al., 2003b) utilizaram a 
amplificação do gene acima referido, seguida da sua restrição com as enzimas HincII, HinfI, AflII e 
PflMI para a identificação de 18 espécies de dermatófitos. As espécies do género Microsporum 
foram identificadas apenas com base nos perfis obtidos com as enzimas HincII ou HinfI, enquanto 
que para os isolados do género Trichophyton foi necessária a utilização das quatro enzimas. No 
entanto, AflII permite identificar apenas T. verrucosum, uma vez que esta espécie é a única a 
possuir o local de reconhecimento desta enzima. A metodologia permitiu identificar todos os 
isolados estudados, com a excepção de T. mentagrophytes var. interdigitale e T. mentagrophytes 
var. quinckeanum. 
Kamiya et al. (2004) conseguiram identificar 356 isolados clínicos como pertencendo a seis 
espécies de dermatófitos (T. rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, M. canis, M. gypseum e 
E. floccosum) utilizando a técnica desenvolvida por Kanbe et al. (2003b). Os resultados da 
identificação molecular coincidiram com os da identificação macro e microscópica. Paralelamente, 
os autores utilizaram os ‘primers’ dirigidos para a região NTS descritos por Jackson et al. (2000) 
para diferenciar os isolados de T. rubrum. Os resultados mostraram que as estirpes de T. rubrum 
isoladas dos pacientes pertenciam a três tipos distintos. 
 
1.4.2.5. ‘PCR-fingerprinting’ 
Metodologias baseadas na amplificação por PCR de zonas do genoma permitem produzir 
padrões de fragmentos que podem ser utilizados para identificar e/ou diferenciar organismos. Estas 
técnicas têm vindo a ter aplicação crescente devido à pequena quantidade de DNA molde 
necessária, bem como à facilidade e rapidez de execução das mesmas. Assim, técnicas como RAPD 
(‘Random Amplified Polymorphic DNA’) (Williams et al., 1990) ou AP-PCR (‘Arbitrarily Primed PCR’) 
(Welsh et al., 1990), baseadas na utilização de um único ‘primer’ aleatório e temperaturas de 
‘annealing’ baixas, bem como a aplicação de ‘primers’ dirigidos para regiões repetidas no genoma 
(e.g. MSP-PCR, ‘Micro/Mini Satellite-Primed PCR’) (Meyer et al., 1993; Sampaio et al., 2001; 
Gadanho et al., 2003), têm vindo a ser cada vez mais empregues. 
Liu e colaboradores (1996) utilizaram 40 ‘primers’ diferentes de sequência curta (10 nt) em 
reacções de PCR para amplificar DNA de T. rubrum, T. mentagrophytes var. interdigitale, 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes, T. tonsurans, E. floccosum e M. canis. Para cada 
amplificação foi utilizado um único ‘primer’ e uma temperatura de ‘annealing’ baixa (36ºC). De 
todos os ‘primers’ testados, apenas um permitiu a identificação de T. rubrum, T. mentagrophytes e 
T. tonsurans não se observando quaisquer diferenças entre as duas variedades de 
T. mentagrophytes utilizadas. Paralelamente, as duas outras espécies (E. floccosum e M. canis) 
não foram identificadas com nenhum dos ‘primers’ testados. 
Em 1997, Mochizuki et al. testaram cinco ‘primers’ de sequência curta em reacções de 
RAPD para a identificação de três espécies de dermatófitos (E. floccosum, T. rubrum e 
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T. mentagrophytes var. interdigitale). Os cinco ‘primers’ permitiram a obtenção de perfis 
característicos para cada uma das espécies, observando-se ainda pequenas diferenças entre 
isolados da espécie T. mentagrophytes var. interdigitale. 
Ainda no mesmo ano, Kano et al. (1997b) utilizaram um ‘primer’ de 19 nt para a 
amplificação de DNA de seis espécies de Arthroderma (A. fulvum, A. grubyi, A. gypseum, 
A. incurvatum, A. otae e A. racemosum). Os resultados obtidos permitiram identificar as seis 
espécies, sendo os perfis similares entre ‘mating-types’ (+) e (–) das mesmas espécies com a 
excepção de A. fulvum. Dos perfis obtidos, os autores escolheram dois fragmentos IS e C3 de 
A. grubyi e A. otae, respectivamente, que foram clonados, sequenciados e utilizados como sondas 
para a identificação das espécies de Arthroderma. A hibridação do DNA genómico, após restrição 
com EcoRI, das seis espécies com as duas sondas desenvolvidas permitiu a identificação de 
A. grubyi e A. incurvatum com a primeira (IS) e de todas as espécies com a segunda (C3). 
Liu et al. (1997) aplicaram a técnica AP-PCR para diferenciar duas variedades de 
T. mentagrophytes. A amplificação de DNA de T. mentagrophytes var. interdigitale e 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes com um ‘primer’ produziu perfis distintos para cada uma 
das espécies. 
Kano e colaboradores (1998b) utilizaram a técnica RAPD para identificar isolados clínicos de 
M. canis e M. gypseum. Os isolados de M. canis apresentavam perfis idênticos aos obtidos para as 
estirpes de referência de A. otae. Por sua vez, sete isolados de M. gypseum mostravam perfis 
idênticos aos de A. gypseum, enquanto que para dois isolados de M. gypseum os perfis eram 
idênticos aos de A. incurvatum. A utilização da sonda C3, anteriormente descrita pelos mesmos 
autores (Kano et al., 1997b), permitiu confirmar os resultados obtidos com a técnica RAPD. 
Assim, esta técnica apresenta potencial de identificação para as duas espécies estudadas. 
Gräser et al. (1998) testaram quatro ‘primers’, não específicos, para identificar 17 espécies 
dos géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. As reacções de PCR utilizaram um 
único ‘primer’ com temperaturas de ‘annealing’ de 50ºC, 54ºC e 36ºC para (GTG)5 e csM13, (AC)10 
e AP3, respectivamente. A combinação dos resultados obtidos com os ‘primers’ csM13 e AP3 foram 
suficientes para a identificação das 17 espécies. No entanto, M. canis e M. audouinii, 
M. vanbreuseghemii e M. gallinae, assim como T. mentagrophytes var. erinacei e T. verrucosum, 
apresentavam perfis de amplificação bastante similares. Paralelamente, os resultados obtidos com 
os quatro ‘primers’ permitiram obter perfis específicos para T. mentagrophytes var. erinacei e 
T. mentagrophytes var. granulosum. A utilização da técnica ‘PCR-fingerprinting’ possibilitou aos 
autores identificar três isolados clínicos cujas características morfológicas não possibilitaram a sua 
identificação (esporulação reduzida ou ausente). A comparação dos perfis desses isolados com os 
outros obtidos de estirpes anteriormente identificadas permitiu reconhecê-los como T. tonsurans, 
T. mentagrophytes var. granulosum e M. canis. 
Três ‘primers’ foram usados separadamente em reacções de RAPD para distinguir entre 
T. tonsurans e outras espécies de dermatófitos, assim como para diferenciar entre isolados da 
mesma (Kim et al., 1999). T. tonsurans foi facilmente diferenciada das outras espécies testadas 
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observando-se, ainda, uma grande semelhança entre isolados de T. mentagrophytes e 
T. tonsurans. No entanto, um dos ‘primers’ utilizados possibilitou a distinção entre estas duas, 
permitindo aos autores concluir que embora as espécies sejam relacionadas são suficientemente 
diferentes para constituírem duas espécies independentes. Paralelamente, os vários isolados de 
T. tonsurans incluídos no estudo não evidenciaram nenhum polimorfismo. 
No mesmo ano (1999), Kac e colaboradores testaram 30 ‘primers’ em reacções de RAPD 
para distinguir T. rubrum de T. interdigitale. De todos os ‘primers’ experimentados, apenas dois 
possibilitaram a distinção entre as duas espécies, permitindo ainda a identificação ao nível de 
espécie de isolados pleomorfizados ou atípicos. 
Num artigo de revisão, Liu et al. (2000) mostraram que o recurso à análise dos perfis 
obtidos com quatro (OPAA11, OPU15, OPD18 e OPAA17) de 90 ‘primers’ utilizados em reacções 
separadas permite obter os melhores resultados no que diz respeito à identificação dos 
dermatófitos por AP-PCR. Os autores compararam os perfis de 25 espécies de dermatófitos 
pertencentes aos três géneros anamórficos, concluindo que a utilização de apenas dois ‘primers’ 
(nomeadamente OPD18 e OPAA17) permite a identificação de 23 espécies, não se observando 
diferenças entre os perfis de T. rubrum e T. gourvilii. 
Os mesmos autores, em 2001, aplicaram o ‘primer’ OPU13 para obter perfis de 85 isolados 
de várias espécies de dermatófitos, assim como de outros fungos filamentosos, leveduras e 
bactérias. Após identificação de um fragmento de 1200 bp em M. canis, purificação, clonagem e 
sequenciação, desenharam ‘primers’ específicos para a sua amplificação. De todos os isolados de 
dermatófitos, dos restantes fungos e bactérias utilizados nas reacções de PCR, apenas M. canis 
apresentou amplificação com os ‘primers’ desenhados. 
Ainda no mesmo ano, Faggi et al. utilizaram a técnica de ‘PCR-fingerprinting’ com o ‘primer’ 
(GACA)4 para identificar várias espécies de dermatófitos. Todas as espécies utilizadas produziram 
perfis distintos entre si e sobreponíveis com os isolados da mesma espécie. Assim, foi possível 
identificar isolados de M. canis, M. gypseum, T. rubrum, T. ajelloi, E. floccosum e 
T. mentagrophytes apresentando esta última alguma variabilidade intra-específica. Os autores 
observaram ainda que isolados de T. mentagrophytes e T. interdigitale produziam perfis muito 
similares, concluindo que a última podia ser uma variedade de T. mentagrophytes.  
Liu et al., em 2002, usaram um ‘primer’ de 10 nt para amplificar o DNA de 92 isolados de 
dermatófitos. Os resultados permitiram seleccionar um fragmento de T. rubrum de 1200 bp que foi 
purificado e sequenciado. A partir da sequência obtida, foram desenhados ‘primers’ para a 
identificação de T. rubrum. Após amplificação, com os referidos ‘primers’, dos 92 dermatófitos, 24 
fungos filamentosos, leveduras e bactérias, o fragmento foi detectado apenas em T. rubrum, 
T. soudanense e T. gourvilii. Os autores afirmam que, como a espécie T. rubrum é mais 
frequentemente isolada do que as outras duas, um resultado positivo, obtido com os ‘primers’ 
desenvolvidos a partir de um isolado não identificado, deveria ajudar a diferenciar T. rubrum 
(T. soudanense e T. gourvilii) de outros dermatófitos. 
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Faggi e colaboradores, igualmente em 2002, testaram o ‘primer’ (GACA)4 em isolados que 
apresentavam características fenotípicas atípicas, isolados que perderam a capacidade de 
crescimento (inviáveis) e colónias com três dias de incubação (~5 mm). As espécies utilizadas 
foram as mesmas já testadas num estudo anterior (Faggi et al., 2001). Os autores obtiveram 
amplificação em todos os isolados, concluindo que a técnica de ‘PCR-fingerprinting’ com o ‘primer’ 
(GACA)4 poderá ajudar os micologistas a resolver alguns problemas de identificação. 
Baeza et al. (2004) utilizaram a metodologia RAPD, a 36ºC, para a diferenciação de 10 
isolados de T. rubrum. Dos seis ‘primers’ testados, dois permitiram detectar polimorfismos intra-
específicos, tendo sido observados cinco perfis distintos para cada um destes dois ‘primers’. 
A técnica RAPD foi utilizada por Baeza e colaboradores (2006) para diferenciar 67 isolados 
de T. rubrum. Foi obtido um total de 12 perfis de amplificação mostrando uma semelhança muito 
elevada (>90%) entre os isolados epidemiologicamente relacionados, enquanto os restantes 
isolados apresentam uma semelhança mais reduzida (60%). Os autores concluem que as técnicas 
moleculares (particularmente RAPD) fornecem resultados importantes em termos epidemiológicos. 
 
Os estudos descritos nos parágrafos anteriores basearam-se, fundamentalmente, na 
amplificação de diferentes zonas do genoma, seguida ou não de restrição, e na utilização de um 
único ‘primer’ na reacção de PCR para obtenção de perfis com potencial para identificar/diferenciar 
os dermatófitos. 
Com objectivo semelhante, outros métodos moleculares têm sido aplicados. Assim, técnicas 
como RSCA (‘Reference Strand-Mediated Conformational Analysis’), a análise de marcadores por 
SSCP (‘Single-Strand Conformation Polymorphism’) e de microsatélites ou ISSR-PCR (‘Inter-Single 
Sequence Repeat-PCR’) foram empregues no estudo dos dermatófitos.  
Em 2002, Mc Ilhatton e colaboradores recorreram à técnica RSCA, que se baseia na 
utilização de uma sequência conhecida como referência, e utilizaram a região 18S do rDNA de 
Aspergillus niger, Scedosporium prolificans e Sporothrix schenckii marcada com fluorocromo. A 
mesma região foi amplificada noutros fungos incluindo espécies de dermatófitos 
(T. mentagrophytes var. interdigitale, T. mentagrophytes var. granulosum, M. persicolor, 
M. gypseum, M. canis e T. rubrum). Após desnaturação do rDNA 18S de todos os fungos, 
procedeu-se à renaturação do DNA referência com cada um dos restantes. A renaturação permite a 
formação de homoduplex (referência-referência e fungo testado-fungo testado) e heteroduplex 
(referência-fungo testado) que, posteriormente, são separados em géis de acrilamida (5,5%) e os 
sinais detectados por laser. Apenas os fragmentos contendo o DNA referência serão visualizados 
podendo corresponder a três resultados: DNA de referência em cadeia simples; DNA de referência 
em homoduplex; e DNA de referência em heteroduplex. A conformação que os fragmentos 
renaturados adquirem constitui a base desta técnica, uma vez que os homoduplex migram mais 
rápido que os heteroduplex que, por sua vez, migram mais rápido que o DNA em cadeia simples. 
A comparação das distâncias percorridas pelos heteroduplex permite analisar as várias espécies em 
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estudo, visto que quanto maior for o número de emparelhamentos errados (‘mismatch’) mais 
devagar migra o fragmento. Esta técnica permitiu gerar um perfil distinto para T. rubrum. 
No entanto, T. mentagrophytes var. interdigitale e T. mentagrophytes var. granulosum, assim 
como M. canis, M. persicolor e M. gypseum produziram o mesmo perfil RSCA com o DNA de 
referência de A. niger. Com os restantes DNAs de referência não foi possível obter uma boa 
migração dos heteroduplex.  
Para estudos filogenéticos, Kaszubiak et al. (2004) desenvolveram marcadores 
microsatélite hibridando os oligonucleótidos (AC)10, (GA)15, (GACA)4 e (GTG)5 com 3500 insertos 
obtidos da biblioteca genómica de M. canis. Os clones positivos para cada um dos oligonucleótidos 
foram amplificados e sequenciados. Outros marcadores foram desenvolvidos a partir das 
sequências dos dermatófitos disponíveis na base de dados EMBL (European Molecular Biology 
Laboratory). Assim, foram identificados dois marcadores localizados no mtDNA 
(um correspondendo à região espaçadora entre os genes da ATPase 9 e da citocromo oxidase II 
[ATP9/COXII]; e outro à região espaçadora entre os genes das subunidades 1 e 3 da NADH 
desidrogenase [N3/N1]) e um localizado no DNA nuclear (região não codificante do gene da 
ubiquitina [UB/VAR]). Com base nas sequências dos marcadores foram desenhados pares de 
‘primers’ para a sua amplificação nas espécies A. otae, M. equinum, M. distortum, M. canis, 
M. audouinii, M. rivalieri, M. langeronii e M. ferrugineum. Os fragmentos obtidos após amplificação 
dos marcadores ATP9/COXII e N3/N1 foram sujeitos a restrição pelas enzimas ApoI e TaqI, 
respectivamente, para produzir fragmentos de menor dimensão. Os produtos de restrição e de 
amplificação de UB/VAR foram separados por SSCP. A técnica SSCP baseia-se na desnaturação 
irreversível do DNA e sua separação em géis de acrilamida. Consoante a sua sequência, o DNA de 
cadeia simples toma conformações diferentes permitindo, por vezes, a identificação de 
polimorfismos de apenas uma base (Sunnucks et al., 2000). Dos 110 marcadores desenvolvidos a 
partir de sequências repetidas e separados em géis de acrilamida, apenas 10 funcionaram de forma 
adequada. Os resultados obtidos com esses 10 marcadores, além dos observados com os três 
desenvolvidos com base nas sequências da EMBL, permitiram um estudo genotípico multilocus que 
possibilitou a distinção entre M. canis, M. audouinii e M. ferrugineum. Todavia, nenhum 
polimorfismo foi detectado entre M. equinum, M. distortum e M. canis nem entre M. audouinii, 
M. langeronii e M. rivalieri. 
Em 2004, Ohst et al. definiram um marcador microsatélite (T1) rico em GT para espécies 
do complexo T. rubrum, para o qual desenharam ‘primers’ específicos. Quatro tipos de perfis foram 
gerados por estes ‘primers’ correspondendo dois deles às espécies T. violaceum e T. yaoundei, um 
terceiro a T. soudanense, T. gourvilii, T. megninii, T. kanei, T. raubitschekii e T. rubrum e o último 
a T. fischeri, T. raubitschekii e T. rubrum. 
Cano et al. (2005) utilizaram a técnica ISSR-PCR (‘Inter-Single-Sequence-Repeat-PCR’) 
para diferenciar estirpes de M. canis. Esta metodologia é baseada na utilização de ‘primers’ 
ancorados com sequência repetida, sendo a âncora constituída por nucleótidos degenerados. 
Estando os ‘primers’ marcados com fluorocromo, a separação dos fragmentos é feita em capilar e a 
electroforese levada a cabo num sequenciador. A metodologia apresentou uma reprodutibilidade de 
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93% e a presença/ausência de fragmentos permitiu comparar as 24 estirpes de M. canis 
encontrando-se 21 genótipos diferentes. 
No seu estudo, Sugita e colaboradores (2006b) utilizaram PCR em tempo real (‘real-time 
PCR’) para identificar e quantificar colónias de T. tonsurans, desenvolvendo ‘primers’ específicos 
para amplificar a região IGS do rDNA. O estudo teve como objectivo facilitar a quantificação de 
colónias de T. tonsurans de forma a prescrever o tratamento mais adequado. O mesmo grupo de 
trabalho tinha anteriormente descrito (Hiruma et al., 2003 citado por Sugita et al., 2006b) que, no 
caso da presença de quatro ou menos colónias, o tratamento deveria ser feito com champôs 
contendo miconazol, enquanto que após observação de cinco ou mais colónias uma medicação com 
itraconazol e terbinafina por via oral era mais eficaz. Verificou-se uma boa correlação entre PCR em 
tempo real e o método tradicional de contagem das colónias, com vantagem em termos de rapidez 
para o método molecular, uma vez que os resultados podem estar disponíveis após 5 horas, em 
vez de uma a duas semanas. 
Muitos autores utilizaram simultaneamente várias das técnicas acima referidas para os seus 
estudos com dermatófitos. Assim, a técnica de ‘PCR-fingerprinting’ utilizando os ‘primers’ (AC)10 e 
csM13 foi utilizada em conjunto com a técnica AFLP (‘Amplified Fragment Length Polymorphism’), 
assim como a separação por SSCP de oito marcadores para detectar polimorfismos na espécie 
T. rubrum. Embora os isolados de T. rubrum utilizados no estudo apresentem diferenças 
morfológicas, os resultados não revelaram nenhum polimorfismo genómico entre os 96 isolados 
(Gräser et al., 1999b).  
Os mesmos autores (Gräser et al., 1999a) utilizaram as técnicas AFLP, ‘PCR-fingerprinting’, 
sequenciação da região ITS do rDNA, bem como as características morfológicas de várias espécies 
do complexo T. mentagrophytes e de T. tonsurans. Os resultados permitiram reduzir as 24 
espécies ou variedades investigadas a sinónimo com cinco espécies, nomeadamente T. tonsurans, 
T. interdigitale, T. mentagrophytes, T. simii e T. erinacei. 
Gräser et al. (2000c) investigaram também as relações entre 15 espécies e variedades 
relacionadas com T. rubrum, utilizando a identificação convencional e técnicas moleculares (AFLP, 
‘PCR-fingerprinting’ e sequenciação da região ITS do rDNA). Após análise dos resultados obtidos 
com as várias metodologias, os investigadores reclassificaram 13 espécies por as considerarem 
sinónimas de T. rubrum e T. violaceum. 
A mesma abordagem foi utilizada, ainda no mesmo ano (Gräser et al., 2000b), para avaliar 
o complexo M. canis. As sete espécies analisadas (M. audouinii, M. canis, M. distortum, 
M. equinum, M. ferrugineum, M. langeronii e M. rivalieri) foram reclassificadas com base nos 
resultados obtidos com as três técnicas. Foram mantidas as espécies M. audouinii, M. canis e 
M. ferrugineum, considerando M. distortum e M. equinum sinónimo de M. canis e M. langeronii e 
M. rivalieri de M. audouinii. 
Em 2004, na análise de um surto de tinea capitis numa escola, Yu e colaboradores 
utilizaram várias técnicas moleculares para se certificarem de que se tratava de uma só estirpe 
responsável pela infecção em todos os pacientes. A utilização das metodologias RAPD, 
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sequenciação da região ITS, assim como a amplificação das regiões repetidas do NTS permitiu 
concluir que a mesma estirpe de M. canis era responsável por todas as infecções observadas. 
Paralelamente, os autores isolaram mais duas estirpes (da mesma espécie) do tapete do ginásio e 
de almofadas utilizadas pelos alunos. Os resultados moleculares mostraram que as duas eram 
idênticas entre si e iguais às responsáveis por tinea capitis nos alunos. 
Mais recentemente, Kardjeva et al. (2006) utilizaram diversas técnicas moleculares que 
lhes permitiram identificar vários fungos em 48 horas. A utilização do marcador T1, assim como a 
amplificação seguida da restrição ou sequenciação da região ITS possibilitaram a identificação dos 
isolados como sendo T. rubrum. Para alguns isolados identificados como T. rubrum, por métodos 
convencionais, não foi possível obter resultados com o marcador T1, recorrendo os autores à 
amplificação e restrição da região ITS e confirmando que se tratava de T. interdigitale. 
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1.5. FISIOLOGIA E PATOGENICIDADE DOS DERMATÓFITOS 
 
A colonização por um dermatófito e a sua capacidade em causar uma infecção no 
hospedeiro dependem de vários factores, entre os quais se salientam o facto de “escapar” aos 
mecanismos de resistência do hospedeiro que incluem a secura, o pH ligeiramente ácido e a 
contínua regeneração da pele, o efeito fungicida dos ácidos gordos, o estado da camada 
queratinizada e de outros factores como a competição com o microbiota normal da pele (Erbagci, 
2004).  
Para ultrapassar essas barreiras, os dermatófitos produzem uma variedade de substâncias 
entre as quais se destacam os antibióticos β-lactâmicos e os fusidanos, que lhes poderão conferir 
vantagem perante o microbiota bacteriano da zona a infectar (Weitzman et al., 1995). 
Estes fungos apresentam, ainda, uma temperatura óptima de crescimento que varia entre 
25 e 35ºC mas a maioria apresenta uma termotolerância que lhes permite um bom crescimento, 
in vitro, a 37ºC. No entanto, espécies não patogénicas não possuem essa capacidade de crescer a 
37ºC (Weitzman et al., 1995).  
A capacidade de adesão do fungo às células constitui um passo primordial na invasão dos 
tecidos pelos dermatófitos. Esta capacidade de aderir à superfície celular foi atribuída à presença 
de glicoproteínas, contendo manano, na parede celular destes fungos. Quanto maior fôr a 
capacidade de aderência maior será a aptidão para causar infecções (Weitzman et al., 1995). 
Paralelamente, o manano confere aos dermatófitos a capacidade de evasão ao sistema imunitário 
do hospedeiro, como demonstrado por Campos e colaboradores (2006). Esses autores observaram 
uma inibição da fagocitose dos conídios de T. rubrum após adição deste constituinte da parede.  
Estudos recentes demonstraram a capacidade de T. rubrum expressar adesinas específicas 
de natureza proteica, que reconhecem a manose e a galactose, na superfície dos seus 
microconídios, permitindo-lhe invadir células de mamíferos (Esquinazi et al., 2003 e 2004).  
Após a adesão à superfície celular os esporos germinam possibilitando o crescimento do 
fungo. No seu trabalho, Leighton e colaboradores (1970) descreveram uma protease com pH 
óptimo de 8,0 e inibida pelo PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo, inibidor de proteases de serina) 
que é responsável por essa germinação (Page et al., 1971).  
No caso de tinea capitis, a infecção começa com a penetração do stratum corneum do 
couro cabeludo e, após várias semanas, o fungo coloniza a base do cabelo (Weitzman et al., 1995). 
Kanbe e colaboradores (1982) reconheceram, num cabelo solto, os diferentes estádios da infecção 
descritos por English (1963) que incluem levantamento da cutícula, erosão cortical, produção de 
orgãos de penetração e colonização da medula. As suas observações da ultraestrutura da invasão 
do cabelo demonstraram ainda uma região do cabelo à volta dos orgãos de penetração digerida 
pela acção da queratinase.  
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No caso de tinea corporis, observações ao microscópio electrónico de secções de um tecido 
obtido após uma cirurgia abdominal e infectado por um dermatófito, revelaram, 12 horas após a 
infecção, uma aderência muito forte entre os esporos de T. mentagrophytes e o stratum corneum. 
A invasão deveu-se à elongação do tubo de germinação que, por força mecânica e secreção de 
várias enzimas, penetrou as células queratinizadas (Duek et al., 2004). 
Para estudar o modo de infecção das unhas, artroconídios de T. mentagrophytes foram 
inoculados em fragmentos de unhas dos dedos das mãos e dos pés, sem adição de nutrientes. 
Após 16 horas foi possível observar tubos de germinação e às 48 horas formou-se o micélio que às 
72 horas cobria a quase totalidade dos fragmentos de unha utilizados. Esta invasão é similar ao 
que se observa no caso da infecção da pele, uma vez que o fungo utiliza a força mecânica e produz 
enzimas que permitem o estabelecimento da infecção (Richardson et al., 2000). 
Os dermatófitos são capazes de utilizar vários substratos para o seu crescimento sendo as 
proteínas a principal (ou única) fonte de nutrientes. Estes fungos necessitam de carbono e de azoto 
e, tendo em conta o seu desenvolvimento em substratos queratinizados, o metabolismo do enxofre 
torna-se igualmente importante (Kunert, 2000).  
Como fonte de carbono, estes fungos utilizam preferencialmente aminoácidos, péptidos e 
proteínas, mesmo em presença de polissacáridos (Kunert et al., 2000). Nenhuma das 22 espécies 
de dermatófitos utilizadas no estudo de Philpot (1977) foi capaz de hidrolisar o amido enquanto 
apenas três estirpes em 23 de T. mentagrophytes testadas por Calvo e colaboradores (1986) 
produziram amilase. Além disso, estes fungos não possuem a capacidade de degradar a celulose e 
a pectina (Kunert et al., 2000). A utilização dos lípidos foi igualmente investigada, mostrando que 
estes fungos possuem uma actividade lipolítica moderada (Kunert et al., 2000), o que poderá 
dever-se ao facto de a hidrólise dos lípidos produzir ácidos gordos que inibem o seu crescimento 
(Garg et al., 1993).  
A aptidão dos dermatófitos para utilizarem as proteínas apresenta uma dupla vantagem; 
primeiro estas moléculas representam uma fonte de carbono e segundo, como as proteínas são 
constituídas por aminoácidos, estes possuem grupos amina que constituem uma fonte de azoto. 
Os fungos produzem uma oxidase que converte os aminoácidos em cetoácidos e amónio (NH4
+). 
A libertação de amónio alcaliniza o meio mas, devido à volatilidade do ião, o pH raramente 
ultrapassa valores de 9,0 a 10,0. No entanto, este aumento de pH ajuda à desnaturação das 
proteínas presentes, sobretudo no caso da queratina. O amónio será posteriormente utilizado pelo 
fungo, juntamente com a glucose, como resposta à escassez de proteínas no meio e, 
consequentemente, o pH diminuirá até atingir os valores iniciais (Kunert, 2000).  
A queratina é uma proteína rica em aminoácidos contendo enxofre, nomeadamente 
cisteína, o que possibilita a formação de pontes dissulfureto que lhe conferem resistência. 
A utilização da cisteína pelos fungos fornece-lhes enxofre, além de carbono e azoto. O excesso de 
enxofre é excretado na forma de sulfato que impedirá a alcalinização excessiva do meio. O sulfato 
é um metabolito inerte e a sua concentração é um bom indicador da degradação da queratina 
(Kunert, 2000).  
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Tendo em conta os estudos acima referidos, a degradação das proteínas por parte dos 
dermatófitos inclui várias etapas interdependentes. Assim, a desaminação cria um ambiente 
alcalino necessário para ajudar a desnaturar a proteína e proporcionar um meio favorável à 
remoção das pontes dissulfureto e à actuação das proteases que clivam a proteína em substratos 
solúveis mais pequenos.  
Os dermatófitos podem sobreviver na ausência de queratina (O’Sullivan et al., 1971; 
Takiuchi et al., 1982; Apodaca et al., 1989a; Mignon et al., 1998b) mas possuem um conjunto de 
enzimas que lhes confere a capacidade de degradar essa proteína e outros constituintes da pele. 
O ambiente que o dermatófito encontra durante uma infecção superficial exige a síntese e 
libertação de enzimas específicas que permitam ao fungo penetrar os tecidos queratinizados do 
hospedeiro.  
Embora todas as espécies de dermatófitos invadam a pele, elas diferem entre si quanto à 
capacidade de invadir o cabelo e as unhas. A razão para este tropismo permanece por esclarecer, 
mas pensa-se que esta diferença na patogenicidade esteja relacionada com exigências nutricionais 
ou com a produção de enzimas indispensáveis para a ocorrência da infecção (Simpanya, 2000).  
Ao longo do tempo foram estudadas várias enzimas produzidas pelos dermatófitos, tendo 
sido dada maior relevância às proteases e lipases (Kunert, 2000). As enzimas elaboradas pelos 
dermatófitos são-lhes benéficas para aumentar as suas hipóteses de sobrevivência nos tecidos 
alterando quimica e fisiologicamente o ambiente, degradando as proteínas do hospedeiro e 
fornecendo-lhes os nutrientes necessários para o seu crescimento (Simpanya, 2000).  
O pH óptimo de várias proteases libertadas pelos dermatófitos varia entre 6,0 a 9,0, tendo 
as que degradam as proteínas insolúveis (particularmente a queratina) valores de pH óptimos 
altos. Esta propriedade de actuarem a valores de pH óptimos elevados pode ser uma resposta à 
alcalinização do meio devido à libertação excessiva de amónio como consequência da desaminação 
intensiva de aminoácidos (Kunert, 2000).  
Nos estádios iniciais da infecção, devido à acidez relativa da pele, os dermatófitos 
necessitam de libertar enzimas proteolíticas cujo pH óptimo seja ácido, permitindo-lhes ter acesso 
aos nutrientes (Ferreira-Nozawa et al., 2003). Esta actividade a pH ácido aumenta nas duas 
primeiras semanas, como se observou em T. mentagrophytes e T. rubrum, sendo depois 
substituída pela acção de proteases com pH óptimo próximo do neutro (Weitzman et al., 1995). 
As enzimas proteolíticas produzidas pelos dermatófitos possuem um largo espectro de 
especificidade podendo hidrolisar várias proteínas solúveis (e.g. caseína e albumina sérica) e 
insolúveis (e.g. queratina, elastina e colagénio). Considerando a presença de lípidos na pele do 
hospedeiro, foi detectada a produção de lipases por estes fungos, existindo uma grande 
variabilidade na sua actividade entre as espécies de dermatófitos, sendo mais fraca em T. rubrum 
(Kunert, 2000). Outras enzimas como a fosfatase alcalina e glicosidases são também produzidas 
pelos dermatófitos (Kunert, 2000; Ferreira-Nozawa et al., 2003). 
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A queratina, o colagénio e a elastina constituem 25% da massa dos mamíferos, tendo as 
enzimas necessárias para os hidrolisar sido encontradas em tecidos infectados e por isso 
consideradas imprescindíveis à virulência dos dermatófitos (Simpanya, 2000).  
Uma vez reconhecido que a capacidade de infecção dos dermatófitos se apresentava 
bastante relacionada com a sua fisiologia, vários estudos incidiram sobre a descrição e acção de 
diversas enzimas. Posteriormente, devido ao advento da biologia molecular, o objectivo principal 
tornou-se a detecção dos genes que codificam as enzimas de forma a estabelecer rapida e 
eficientemente os factores de patogenicidade para cada fungo. 
Nos dermatófitos, foram descritas várias proteínas com acção sobre diferentes substratos e 
com valores de pH óptimos distintos. Rippon (1968) isolou uma colagenase de T. schoeleinii com 
pH óptimo de 6,5 que pode ser inibida pela cisteína, pela ureia e pelo EDTA. Ainda, em 1968, 
Yu et al. isolaram e purificaram uma queratinase extracelular de T. mentagrophytes com 48 kDa e 
capacidade de hidrolisar o pêlo de porquinhos-da-índia.  
Em 1971, Rippon et al. observaram actividade elastinolítica em Nannizzia fulva, 
Arthroderma benhamii, T. schoeleinii e T. verrucosum. As espécies E. floccosum, M. canis, 
M. vanbreuseghemii e A. quadrifidum foram igualmente testadas não demonstrando qualquer 
actividade elastinolítica.  
Meevootisom et al. (1979) descreveram a produção de proteases em T. rubrum com 
actividades sobre a caseína, a albumina de soro bovino (BSA), a queratina, o colagénio e a 
elastina. Uma vez que foram observadas actividades sobre vários substratos, os autores deste 
estudo sugerem a ocorrência de proteases distintas. A actividade da elastase foi inibida por 
agentes quelatantes, enquanto a queratinase foi inibida pelo PMSF, o que sugere que se trate de 
metaloproteases e de proteases de serina. 
Takiuchi et al. (1982 e 1984) caracterizaram uma queratinase extracelular produzida por 
M. canis em meio com cabelo humano. Os seus estudos de inibição sugerem que se trata de uma 
protease de serina.  
Em 1985, Sanyal e sua equipa purificaram e caracterizaram uma protease de T. rubrum, 
com acção sobre a azoalbumina, a caseína e a BSA, mas sem qualquer efeito sobre a queratina. 
No mesmo ano, e a partir da mesma espécie, Asahi et al. purificaram duas proteases extracelulares 
sendo a melhor caracterizada (90 kDa) constituída por duas subunidades de 44 kDa, com acção 
sobre o azocolagénio, actividade queratinolítica e elastinolítica e um pH óptimo de 8,0. 
Ko e colaboradores (1987) descreveram uma proteína queratinolítica com actividade 
óptima a pH neutro e produzida por T. mentagrophytes em meio com stratum corneum humano.  
Apodaca et al. (1989a) purificaram uma protease de serina de T. rubrum com uma massa 
de 27 kDa e um pH óptimo de 8,0. Esta protease degradou 20,8 ± 2,1% de um modelo de derme 
in vitro, tendo sido igualmente observada acção sobre a elastina e actividade reduzida sobre a 
queratina.  
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Tsuboi et al. (1989), por sua vez, descreveram uma protease de serina, com um pH óptimo 
de 4,5 e capacidade de degradação dos constituintes da pele (queratina e colagénio), o que levou 
os autores a concluir que esta poderá permitir a invasão do stratum corneum pelos dermatófitos.  
No mesmo ano, foi identificada em T. gallinae e T. verrucosum uma protease de serina em 
meio com queratina como única fonte de carbono e azoto, que apresenta um pH óptimo de 7,0 
(Grzywnowicz et al., 1989). 
Kostro (1989) observou em T. equinum a produção de urease, gelatinase, hemolisina com 
actividade lítica sobre hemácias de cavalo e carneiro e de queratinase com acção sobre pêlos de 
cavalos, bovinos e canídeos. 
Ainda em 1989 foi identificada em T. rubrum uma protease com actividade sobre o 
colagénio e com pH óptimo de 4,5 (Sekiguchi et al., 1989). A actividade desta proteína foi 
aumentando até à quarta semana onde se começou a observar um decréscimo, sendo esta 
protease gradualmente substituída por outra com pH óptimo de 8,0 (Sekiguchi et al., 1990).  
Tsuboi et al. (1989) descreveram uma protease inibida pela quimostatina (inibidor de 
protease de serina e protease de cisteína) com capacidade de hidrolisar a queratina e a 
hemoglobina a pH óptimo ácido (4,5 e 5,5, respectivamente).  
Em 1990, Apodaca et al. observaram em T. rubrum actividade colagenolítica, que atingiu o 
seu máximo na terceira semana; actividade elastinolítica, com valores elevados nas duas primeiras 
semanas; e actividade queratinolítica, que atingiu valores máximos em diferentes momentos ao 
longo da experiência.  
Lopez-Martinez e colaboradores (1994) investigaram actividades enzimáticas em cinco 
espécies de dermatófitos, nomeadamente, T. rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, M. canis e 
E. floccosum. Os resultados demonstraram que 84,2% dos isolados produzem desoxiribunuclease 
(DNase); 82,9% elastase e 65,8% lipase, tendo todos os isolados de T. rubrum produzido esta 
última.  
Em 1996, Lambkin et al. descreveram uma protease de serina com uma massa molecular 
de 34 kDa e um pH óptimo de 7,5, com actividade sobre a caseína e o colagénio e actividade 
reduzida sobre a elastina e a queratina.  
Simpanya et al. (1996a e 1996b) caracterizaram seis proteases em M. canis com massas 
moleculares de aproximadamente 122, 64, 62, 45, 31 e 25 kDa; e sete proteases em M. cookei 
com massas moleculares de 67, 66, 64, 62, 45, 42 e 39 kDa. Estudos de inibição revelaram ainda 
que as enzimas produzidas por M. canis pertencem às famílias das proteases de cisteína, de 
aspartato, de serina e metaloproteases, enquanto que as produzidas por M. cookei pertencem 
apenas às duas últimas famílias. 
Muhsin e colaboradores (1997) investigaram em várias espécies fúngicas a produção de 
queratinase, elastase, gelatinase, lipase e fosfolipase. Os seus resultados mostraram que todos os 
dermatófitos testados produzem gelatinase e queratinase, que apenas T. violaceum não produz 
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lipase nem fosfolipase e que a elastase não foi produzida por M. gypseum, 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. verrucosum.  
Outra protease de serina foi descrita em 1998 (Aubaid et al., 1998), a partir de 
Trichophyton mentagrophytes var. erinacei, possuindo um pH óptimo alcalino (8,5). Ainda no 
mesmo ano, foi descrita uma queratinase de M. canis pertencendo à família das proteases de 
serina com um pH óptimo de 9,0 e uma massa molecular de 31,5 kDa (Mignon et al., 1998a). Esta 
queratinase foi produzida in vivo tendo sido ainda observada in vitro em todas as estirpes de 
M. canis testadas (Mignon et al., 1998b). 
Em T. tonsurans, foi descrita a expressão de várias metaloproteases com actividade 
elastinolítica, colagenolítica e queratinolítica (Abdel-Rahman, 2000). O autor verificou uma variação 
da produção da enzima em diferentes estirpes da mesma espécie, assim como polimorfismos na 
expressão das enzimas entre os isolados clínicos.  
Nos seus estudos, Muhsin e colaboradores (2001a) verificaram a produção de protease, 
lipase e amilase em M. gypseum, T. verrucosum e T. mentagrophytes var. nodulare. Os autores 
relataram que todas as espécies testadas (E. floccosum, M. gypseum, T. rubrum, T. verrucosum, 
T. mentagrophytes var. erinacei, T. mentagrophytes var. interdigital e T. mentagrophytes var. 
nodulare) produzem queratinase, particularmente T. mentagrophytes var. erinacei, M. gypseum e 
E. floccosum.  
Em estudos subsequentes (Muhsin et al., 2001b) purificaram uma queratinase de 
T. mentagrophytes var. erinacei, com um pH óptimo de 5,5 e inibida pelo EDTA e PMSF. 
A comparação com a queratinase libertada por T. schoeleinii (Qin et al., 1992) permitiu concluir 
que as duas são muito similares.  
Viani e colaboradores (2001) observaram a produção de queratinase, elastase, lipase e 
DNase em M. canis, tendo a actividade da queratinase atingido o seu máximo ao 14º dia de 
incubação. No entanto, os fungos isolados de animais sintomáticos mostraram uma actividade 
queratinolítica maior do que os isolados de animais assintomáticos. Em relação à actividade da 
DNase, lipase e elastase, nenhuma diferença, estatisticamente significativa, foi observada entre as 
estirpes isoladas de animais sintomáticos e assintomáticos, levando os autores a sugerir que estas 
enzimas não intervêm no processo de infecção. 
Brouta e sua equipa (2001b) caracterizaram uma metaloprotease produzida por M. canis 
em meio com queratina felina como única fonte de azoto. Essa proteína possui um pH óptimo de 
8,0, massa molecular de 43,5 kDa e actividades queratinolítica, elastinolítica e colagenolítica que 
atingiram o seu máximo após 8 dias para as duas primeiras e 11 dias para a última, antes de 
começar a diminuir. A proteína apresenta uma temperatura óptima de 50ºC, no entanto 
permanece estável a 25 e 37ºC.  
Além das proteases supracitadas, outras proteínas produzidas pelos dermatófitos têm vindo 
a ser descritas. Assim, Rezaie et al. (2000) descreveram uma ‘heat shock protein’ (HSP) de 
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T. rubrum que é produzida pelo fungo, em resposta ao stress provocado pela mudança de 
temperatura para 37ºC, e poderá permitir-lhe adaptar-se aos humanos.  
Por sua vez, Schaufuss e colaboradores (2003) demonstraram actividade hemolítica em 
quatro espécies de dermatófitos (T. rubrum, T. mentagrophytes, T. equinum e T. verrucosum). 
Tendo em conta o efeito tóxico das hemolisinas bacterianas sobre os macrófagos, linfócitos e 
neutrófilos, os autores concluem que a presença dessas proteínas possa dar ao fungo uma 
vantagem quanto à sua colonização, uma vez que essas células imunitárias são responsáveis pela 
resposta imunológica do hospedeiro.  
Nas proteínas anteriormente descritas, a maioria dos estudos foram direccionados para a 
acção desempenhada pelas mesmas e não para os genes que as codificam. No entanto, a partir de 
1998 iniciaram-se estudos dirigidos para genes que codificam diferentes proteínas produzidas pelos 
dermatófitos. Assim, Woodfolk e colaboradores (1998) descreveram os genes que codificam para 
as proteases de serina Tri r 2 e Tri r 4, que mais tarde passaram a ser designadas SUB6 
(Jousson et al., 2004b) e RuDPPV (Monod et al., 2005), respectivamente.  
Recentemente, Brouta et al. (2002) descreveram uma família de genes (MEP1, MEP2 e 
MEP3) codificando para três metaloproteases secretadas por M. canis. A sequenciação destes três 
genes permitiu deduzir as sequências de aminoácidos levando à conclusão que estas proteínas são 
sintetizadas sob a forma de preproproteínas. A análise das sequências de aminoácidos prediz uma 
massa molecular de 43,1 kDa para MEP1 e 42,5 kDa para MEP2 e MEP3. Experiências in vivo em 
porquinhos-da-índia, realizadas no mesmo estudo, comprovaram a produção de duas dessas 
metaloproteases (MEP2 e MEP3) 14 e 21 dias após a inoculação. 
No mesmo estudo, após transformação em Pichia pastoris, o gene MEP3 revelou codificar 
para a metaloprotease de 43,5 kDa previamente descrita pelos mesmos autores (Brouta et al., 
2001b) e anteriormente referida neste ponto.  
Posteriormente, Jousson et al. (2004b) descreveram, em T. rubrum e T. mentagrophytes, 
uma família de cinco genes (MEP1-5) codificando para cinco metaloproteases secretadas assim 
como dois novos genes, MEP4 e MEP5, em M. canis. Em meio contendo proteínas de soja como 
única fonte de azoto T. rubrum, T. mentagrophytes e M. canis produziram, maioritariamente, as 
proteases MEP3 e MEP4. A análise das sequências em aminoácidos deduzidas de todos os genes 
das três espécies revelou uma elevada homologia (entre 72 e 97%) entre as proteases dessas 
espécies.  
Descamps et al. (2002) descreveram uma outra família de genes codificando para três 
proteases (SUB1, SUB2 e SUB3) em M. canis. Tal como no estudo de Brouta e colaboradores 
(2002), a análise das sequências em aminoácidos deduzidas das sequências génicas permitiu 
concluir que as três proteases codificadas pelos genes descritos são sintetizadas sob a forma de 
preproproteínas. A análise das sequências em aminoácidos permitiu, ainda, classificar estas 
proteínas no grupo das proteases de serina da família das subtilisinas. Experiências in vivo em 
porquinhos-da-índia demonstraram a produção das três proteases 14 e 21 dias após a inoculação. 
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O gene SUB3, após transformação em P. pastoris, revelou codificar para uma protease com 
massa molecular de 31,5 kDa e um pH óptimo de ca. 9,0. A proteína apresenta uma temperatura 
óptima de 55ºC, contudo mostra-se estável a 37ºC. A protease possui uma actividade 
queratinolítica e colagenolítica e a sua produção foi detectada durante a infecção natural de gatos 
(Mignon et al., 1998a e b). 
Sete genes (SUB1-7) codificando para proteases de serina da família da subtilisina foram 
descritos em T. rubrum (Jousson et al., 2004a). Dos sete genes isolados, três (SUB1, SUB2 e 
SUB3) eram ortólogos aos já descritos em M. canis (Descamps et al., 2002) e um correspondia a 
Tri r 2 descrito por Woodfolk et al. (1998) que foi designado SUB6. Os autores descreveram a 
identificação de sete genes ortólogos noutras espécies de dermatófitos, T. mentagrophytes e 
A. benhamiae, assim como quatro genes SUB em M. canis (SUB4-7). SUB3 e SUB4 apresentam 
actividades queratinolítica e elastinolítica, enquanto SUB5 não mostra qualquer actividade 
proteolítica sobre os substratos utilizados no estudo. As proteases SUB1, SUB2, SUB5 e SUB6 não 
foram detectadas, para nenhuma destas quatro espécies, em meio de cultura contendo proteínas 
de soja como única fonte de azoto. 
Além da presença de endoproteases (proteases de serina e metaloproteases), que 
degradam vários constituintes da pele, unhas e cabelo, foram, recentemente, descritas 
exoproteases (duas aminopeptidases e duas dipeptidil-peptidases) secretadas por T. rubrum 
(Monod et al., 2005). Estas exoproteases actuam conjuntamente com as endoproteases para 
hidrolisar os constituintes da pele para que se possam obter aminoácidos e pequenos péptidos 
utilizados como nutrientes pelo fungo. Simultaneamente, a produção da exoprotease dipeptidil-
peptidase V (DPP V) por T. mentagrophytes foi relacionada, por Kaufman e colaboradores (2005), 
com a detecção de proteínas presentes no meio, que mais tarde poderão ser utilizadas pelo fungo 
como substrato. A produção desta exoprotease foi induzida pelo plasma sanguíneo provando que 
os dermatófitos têm a capacidade de causar micoses profundas e que apenas um sistema 
imunitário em boas condições pode impedir tal acontecimento. 
Em 2006, Giddey et al. analisaram as proteínas secretadas por A. vanbreuseghemii, 
T. equinum, T. tonsurans, T. rubrum, T. soudanense e T. violaceum após 16 dias de crescimento 
em meio contendo proteínas de soja como única fonte de azoto. Os resultados revelaram 
expressão diferencial de proteases nos isolados analisados. De facto, as proteases SUB7 e MEP4 
apenas não foram detectadas nas espécies T. soudanense e T. tonsurans, respectivamente. Por sua 
vez, as proteases SUB2 e MEP3 foram detectadas em três espécies, T. tonsurans, T. rubrum e 
A. vanbreuseghemii para a primeira e T. rubrum, T. soudanense e A. vanbreuseghemii para a 
segunda. Por outro lado, T. soudanense revelou ser a única espécie a expressar SUB6. Os autores 
concluíram que a capacidade de os dermatófitos alterarem o seu nicho ecológico poderá estar 
relacionada com a expressão diferencial das suas proteases. 
Giddey e sua equipa (2007) compararam os perfis de expressão de proteases nas espécies 
T. rubrum e T. violaceum em condições similares às descritas no parágrafo anterior. A análise 
revelou uma elevada semelhança de proteínas secretadas pelas duas espécies, embora uma 
protease detectada no sobrenadante de uma espécie tivesse sido substituída por outra da mesma 
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famíla na outra espécie. Assim, relativamente às metaloproteases a primeira espécie secreta níveis 
elevados de MEP3 e MEP4, enquanto a segunda segrega principalmente MEP2 e MEP4. 
Relativamente à família das subtilisinas, foram encontradas particularmente SUB3 e SUB4 no 
sobrenadante de T. rubrum, sendo detectadas as proteases SUB6 e SUB4 no meio inoculado com 
T. violaceum.  
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1.6. ANTIFÚNGICOS  
 
Estudos sobre a sensibilidade aos antifúngicos constituem uma área de grande interesse no 
que diz respeito aos dermatófitos. Estes estudos incluem a susceptibilidade dos dermatófitos a 
novas drogas (Izgü et al., 2007; Tong et al., 2007), óleos essenciais (Ouraïni et al., 2005; 
Gonçalves et al., 2007) ou a antifúngicos prescritos para a terapia (Gupta et al., 2005; 
Santos et al., 2006). 
Devido à baixa incidência de infecções graves por fungos e, em parte, ao esforço intensivo 
na área da terapia antibacteriana que começou nos anos 40, após o início da produção em larga 
escala da penicilina, o progresso no desenvolvimento de antifúngicos tópicos e sistémicos foi 
atrasado (Sheehan et al., 1999). No entanto, o conhecimento científico obtido no decurso dos 
estudos sobre antibacterianos revelou-se extremamente útil (por extrapolação) para o 
desenvolvimento e utilização dos antifúngicos (Rex et al., 2001).  
A existência dos antifúngicos modernos testemunha um longo e persistente trabalho de 
investigação tornando-os cada vez mais selectivos e com menor tendência para causar danos 
colaterais. Nem todas as linhas de investigação foram igualmente produtivas, mas a variedade de 
compostos disponíveis, hoje em dia, constitui uma boa ferramenta para o tratamento de todos os 
tipos de micoses (Odds, 2003a). A Figura 3 ilustra, em termos temporais, a introdução de alguns 
antifúngicos actualmente utilizados na terapêutica clínica. 
Nos anos 80 e 90 do século passado ocorreu um aumento significativo no número de 
indivíduos gravemente infectados por fungos devido à disseminação do vírus HIV, ao aumento da 
utilização de agentes imunosupressores em associação aos transplantes e à quimioterapia e 
utilização de cateteres em técnicas médicas recém desenvolvidas (Sheehan et al., 1999). 
O aumento das infecções fúngicas graves (sobretudo sistémicas) impulsionou a indústria 
farmacêutica a investir na pesquisa de agentes antifúngicos e, nos anos 90, foi introduzida a 
terbinafina (da família das alilaminas) e uma nova fórmula da anfotericina B (da família dos 
polienos) (Sheehan et al., 1999). 
Embora o isolamento da griseofulvina tenha ocorrido em 1939 e os primeiros compostos 
dos grupos dos azóis e polienos sido descritos entre 1944 e 1949, a utilização clínica destes 
antifúngicos não aconteceu antes de 1958 (Sheehan et al., 1999). 
A introdução da griseofulvina foi seguida, em 1960, pela anfotericina B que continua a ser a 
mais utilizada para o tratamento das micoses sistémicas. Dois antifúngicos de aplicação tópica do 
grupo dos azóis (miconazol e clotrimazol) foram utilizados em 1969, antes da introdução do 
econazol em 1974. Os três últimos antifúngicos constituem os alicerces da terapia contra várias 
dermatomicoses (Sheehan et al., 1999).  
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Figura 3- Principais marcos no desenvolvimento dos antifúngicos ao longo do século XX (adaptado de 
Sheehan et al., 1999). 
 
A griseofulvina foi o primeiro antifúngico químico com capacidade selectiva contra os 
fungos a ser testado em humanos (Odds, 2003a). Essa droga, produzida por Penicillium 
griseofulvum, é insolúvel em água mas pode ser tomada oralmente sob a forma microcristalina, 
acumulando-se nas células precursoras da queratina na pele, unhas e cabelo (Deacon, 2006).  
A griseofulvina é utilizada exclusivamente para controlar o desenvolvimento da infecção 
dos tecidos queratinizados, por apresentar apenas acção fungistática e não fungicida. Em infecções 
graves o tratamento terá de ser prolongado até todos os tecidos estarem sãos (Deacon, 2006).  
Em testes de germinação de esporos em meio com griseofulvina observaram-se alterações 
no crescimento das hifas, incluindo espessamento da parede associado a um elevado depósito de 
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glicano. No entanto, esses efeitos são secundários uma vez que o papel principal da griseofulvina é 
a interferência na polimerização dos microtúbulos, não tendo qualquer efeito sobre as células dos 
mamíferos. Essa interferência causa anomalias na divisão celular (por interferir na formação do 
fuso acromático), bem como crescimento anormal (provavelmente pela perturbação do transporte 
intracelular associado aos microtúbulos) (Odds, 2003a).  
A acção da griseofulvina limita-se aos dermatófitos e foi, durante muito tempo, a principal 
droga administrada para tratar infecções causadas por esses fungos. Resistência a esta substância 
foi observada in vitro, mas esse facto nunca provocou problemas significativos na prática clínica 
(Deacon, 2006). Após a griseofulvina não foi descoberto nenhum outro agente clinicamente útil 
com acção sobre os microtúbulos (Odds, 2003a). A utilização desta droga está a ser 
progressivamente substituída pela de novas drogas sintéticas, menos tóxicas, e que requerem um 
período de tratamento mais reduzido (Deacon, 2006). 
Os polienos estão entre os compostos químicos mais produzidos na natureza. Esses 
compostos incluem terpenos, vitamina A e vários óleos essenciais, além de moléculas como a 
anfotericina B e nistatina que são utilizadas como antifúngicos para o tratamento de micoses 
humanas (Odds, 2003a). Estes antifúngicos são produzidos por várias espécies de Streptomyces e 
possuem na sua estrutura um amino-açúcar ligado a um grande anel de lactona, com uma série de 
ligações duplas numa das porções da molécula e uma série de grupos hidroxilo na porção oposta 
(Fig. 4) (Deacon, 2006).  
 
Figura 4- Anfotericina B (extraído de Ghannoum et al., 1999). 
  
Em cristalografia por raio X estas moléculas apresentam uma estrutura similar à dos 
fosfolípidos membranares. Os polienos inserem-se na membrana associando-se aos esteróis e 
pensa-se que causam o seu rearranjo de forma a que um grupo de oito moléculas de polienos 
produza um poro. A formação desses poros destrói o equilíbrio iónico da célula por permitir a livre 
troca de pequenos iões (K+ e H+) (Deacon, 2006). 
A maioria das células eucariotas possui esteróis na sua membrana, fazendo com que os 
antifúngicos da família dos polienos não pareçam ter uma acção selectiva. No entanto, existem 
vários polienos cuja estrutura difere segundo o amino-açucar presente ou o tamanho do anel de 
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lactona, reflectindo-se na sua ligação preferencial para os vários esteróis membranares. Assim, a 
anfotericina, nistatina e pimaricina possuem uma elevada afinidade para o ergosterol (presente na 
membrana dos fungos) em relação ao colesterol (presente na membrana dos mamíferos), fazendo 
destes compostos antifúngicos selectivos (Deacon, 2006).  
A anfotericina B é utilizada em injecções intravenosas e continua a ser alicerce dos 
tratamentos quando se trata de doenças fúngicas que constituem um risco para a vida. O seu largo 
espectro faz deste composto a escolha ideal para o uso imediato e antes da possível identificação 
do fungo. No entanto, a utilização intravenosa da anfotericina B provoca efeitos tóxicos sérios, 
sobretudo ao nível dos rins (Odds, 2003a). 
O terceiro grupo de antifúngicos a ser empregue no tratamento das micoses foi o dos azóis. 
Estes antifúngicos inibem a biossíntese do ergosterol a partir do lanosterol, bloqueando o sítio 
activo de uma enzima designada lanosterol-1,4-demetilase ou citocromo P450DM (Fig. 5). 
O impedimento desta via enzimática conduz à ausência do ergosterol na membrana do fungo, 
associada à acumulação de derivados esteróis metilados (Odds, 2003a). O efeito da exposição aos 
antifúngicos desta família conduz à alteração da fluidez da membrana do fungo, afectando o 
crescimento e desenvolvimento normais do fungo (Maertens, 2004). No entanto, a enzima 
citocromo P450DM intervém, também, na síntese do colesterol nos mamíferos. Assim, a eficiência 
antifúngica observada durante a utilização terapêutica dos azóis deve-se à sua maior afinidade 
para a enzima dos fungos em relação à dos mamíferos (Sheehan et al., 1999).  
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Θ
Θ
 
Figura 5- A via metabólica do ergosterol e o local de acção dos azóis e das alilaminas (adaptado de 
Elewski, 1998). 
 
Os azóis utilizados na prática clínica possuem dois ou três átomos de azoto no heterociclo 
sendo classificados como imidazóis ou triazóis, respectivamente (Sheehan et al., 1999). A Figura 6 
mostra a estrutura activa dos azóis, sendo o átomo representado por “X” um halogéneo 
(inicialmente Cloro, substituído nas moléculas recentes por Flúor). Os componentes designados 
‘creative chemistry’ indicam as porções que diferem entre os vários azóis e que são objecto de 
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síntese química. A molécula representada na Figura 6b distingue-se da primeira (Fig. 6a) por 
possuir um átomo de azoto a mais no anel (triazol), o que parece conferir um aumento do espectro 
de acção do antifúngico, assim como uma redução na potencial toxicidade destas moléculas. Para 
alguns triazóis, a adição de um grupo metil no carbono assimétrico permite-lhes inibir numerosos 
fungos filamentosos e leveduras (Odds, 2003a). 
 
 
Figura 6- Estrutura dos imidazóis (a) e triazóis (b) (extraído de Odds, 2003a). 
 
Embora a descrição do primeiro azol com actividade antifúngica (benzimidazol) tenha 
acontecido em 1944, o interesse da comunidade científica neste grupo de antifúngicos só ocorreu 
depois de 1958 aquando da introdução do clormidazol no mercado. No final dos anos 60 e nos anos 
70, três novos azóis foram introduzidos tratando-se do miconazol, clotrimazol e econazol. Em 
1981, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou outro antifúngico desta família (cetoconazol) 
para utilização sistémica e que permaneceu durante muitos anos como o único antifúngico oral 
disponível. No entanto, a baixa taxa de resposta, a frequente recorrência da maioria das infecções 
fúngicas, associadas à toxicidade desta droga, conduziu ao desenvolvimento de outro grupo de 
azóis: os triazóis. Este último grupo demonstrou um largo espectro de actividade, combinado com 
uma toxicidade reduzida quando comparado aos imidazóis (Maertens, 2004). 
No início dos anos 90 foi introduzido no mercado, pela firma Pfizer, o fluconazol que 
corrigiu várias falhas dos imidazóis. Ao contrário do cetoconazol, o fluconazol apresenta uma 
elevada solubilidade em água podendo ser administrado oralmente ou em injecções intravenosas 
(Maertens, 2004). Esta droga mostrou boa actividade contra os dermatófitos e várias espécies de 
Candida sendo, ainda, metabolicamente estável e excretada na sua forma inalterada na urina e 
fezes (Elewski, 1998). 
Em 1992, outro antifúngico de largo espectro, da família dos triazóis, foi aprovado pela 
FDA. O itraconazol é altamente solúvel em lípidos e aquando da sua primeira introdução estava 
disponível em cápsulas. Esta fórmula tornou-se extensamente utilizada para o tratamento das 
onicomicoses e de outras infecções fúngicas. No entanto, a absorção das cápsulas pode ser 
irregular e as baixas concentrações (<500 ng/ml) de itraconazol detectadas no sangue foram 
associadas a falhas no tratamento. Uma nova formulação oral da mesma droga, contendo um 
excipiente solubilizante (hidroxipropil-β-ciclodextrina), foi aprovada em 1997 pela FDA. 
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Quando comparadas as duas fórmulas, em indivíduos saudáveis e infectados, a absorção da 
solução foi 60% mais elevada do que a das cápsulas. Recentemente, foi desenvolvida uma fórmula 
para utilização em injecções intravenosas em pacientes imunodeprimidos. Esta forma de 
administração apresenta a vantagem de o antifúngico atingir as concentrações desejadas no 
plasma sanguíneo apenas dois a três dias após a toma (o equivalente a uma a duas semanas 
usando cápsulas) (Maertens, 2004). 
Embora a disponibilidade do fluconazol e do itraconazol tenha constituído um grande 
avanço na utilização de antifúngicos, estes triazóis apresentam ainda algumas limitações. 
Foram descritas interacções com outras drogas resultando em toxicidades imprevisíveis, 
principalmente em pacientes a receber quimioterapia (e.g. vincristina), transplantados 
(e.g. cicolosporina A, tacrolimus) ou com SIDA (e.g. indinavir, ritonavir). Um tipo de interacção 
resulta no aumento da toxicidade da droga coadministrada, através da interferência com o 
citocromo P450DM que está envolvido no metabolismo de várias drogas (Maertens, 2004). 
O espectro de acção das duas drogas (fluconazol e itraconazol) é considerado insuficiente, 
especialmente quando se observa a diversidade das espécies responsáveis por infecções. 
A actividade do fluconazol é limitada aos dermatófitos, Cryptococcus neoformans, C. albicans e a 
fungos dimórficos. Não foi registada qualquer actividade para nenhuma das duas drogas contra 
novos patogéneos como Fusarium spp., Scedosporium spp. e os pertencentes ao grupo dos 
Zigomicetas (Maertens, 2004). 
Várias substâncias foram desenvolvidas com o objectivo de encontrar o triazol ideal que 
deverá estar disponível para administração oral ou intravenosa, possuir um espectro de actividade 
ainda mais largo do que os dois primeiros triazóis, apresentar interacções mínimas com outras 
drogas, ser estável quanto ao desenvolvimento de resistências e ser economicamente rentável 
(Maertens, 2004). 
Assim, a segunda geração de triazóis apareceu para colmatar as falhas observadas com o 
fluconazol e o itraconazol. Na tentativa de melhorar a potência e o espectro de acção destes, o 
voriconazol foi desenvolvido e finalmente aprovado em 2002 pela FDA (Herbrecht, 2004). A droga 
apresenta in vitro um espectro de actividade contra os fungos patogénicos de importância médica 
(e.g. dermatófitos, C. neoformans, Candida spp., Aspergillus spp.) apesar de os pertencentes ao 
grupo dos Zigomicetas continuarem a ser resistentes. A actividade observada in vitro foi 
confirmada em modelos animais imunosuprimidos, em que o voriconazol provou ser muito mais 
eficiente do que a anfotericina B, o fluconazol e o itraconazol. No entanto, esta substância não 
parece ser, ainda, o triazol ideal uma vez que foram observadas interacções com outras drogas, 
por vezes com efeitos graves como a disfunção hepática (Maertens, 2004). 
Com o mesmo objectivo que levou ao desenvolvimento do voriconazol, o posaconazol, 
aprovado pela FDA em 2006 (Drug Approvals), foi o fruto do melhoramento do itraconazol. 
Esta droga é oito vezes (in vitro) mais potente que o fluconazol e possui o espectro de actividade 
mais largo de todos os azóis contra fungos patogénicos oportunistas e endémicos, incluindo os 
pertencentes ao grupo dos Zigomicetas (Maertens, 2004). O posaconazol é activo sobre Candida 
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spp., Aspergillus spp., C. neoformans, Fusarium spp., Blastomyces dermatitidis, Coccidioides 
immitis, Histoplasma capsulatum, Rhizopus spp., Scedosporium apiospermum e dermatófitos. A 
droga é activa sobre espécies de Candida resistentes ou com sensibilidade diminuída ao fluconazol 
como C. krusei e C. glabrata (Peman, 2006). 
Outros triazóis da nova geração como o ravuconazol (resultante do melhoramento do 
fluconazol), o albaconazol e o isavuconazol encontram-se em teste. 
Outra classe de antifúngicos que intervém com a via metabólica de biossíntese do 
ergosterol é a das alilaminas (Fig. 5). As substâncias desta família actuam inibindo a esqualeno-
epoxidase, que intervém nas primeiras reacções de biossíntese do ergosterol (Odds et al., 2003b). 
A morte celular está relacionada com a acumulação do esqualeno (precursor do ergosterol), que 
aumenta a permeabilidade membranar conduzindo à perturbação da organização celular 
(Ghannoum et al., 1999). Compostos pertencentes a esta classe de antifúngicos são muito usados 
como fungicidas para tratamento de plantas. A niftatina, aplicada em ensaios clínicos em 1981, foi 
desenvolvida como droga para utilização tópica revelando resultados encorajadores que 
conduziram a várias tentativas para o desenvolvimento de uma variante para utilização sistémica. 
Dessas pesquisas apenas a terbinafina prevaleceu, por representar o único composto com a 
eficácia e segurança necessárias para utilização como agente farmacêutico (Odds, 2003a).  
A terbinafina, aprovada em 1998 pela FDA, apresenta uma actividade elevada (in vitro e 
in vivo) sobre os dermatófitos (Ghannoum et al., 1999) tendo-se tornado a substância mais 
utilizada para o tratamento de infecções nas unhas (Odds, 2003a). 
Outros antifúngicos foram recentemente aprovados ou estão em fase de testes. Assim, as 
ecinocandinas, que representam metabolitos secundários de alguns fungos, parecem possuir 
actividade antifúngica. O primeiro destes antifúngicos a ser descrito foi a ecinocandina B, isolada 
em 1970 de uma cultura de Aspergillus nidulans var. echinulatus. A caspofungina, aprovada em 
2001 pela FDA para tratamento de aspergiloses, pertence à classe que tem por alvo o complexo de 
proteínas responsável pela síntese dos polissacáridos da parede celular (Odds, 2003a). Uma vez 
que as células dos mamíferos não possuem parede celular, esta classe de antifúngicos torna-os 
atractivos para utilização clínica. Outras moléculas da mesma família, nomeadamente micafungina 
e anidulafungina, foram recentemente aprovadas para utilização clínica (em 2005 e 2006, 
respectivamente) (Drug Approvals). Por sua vez, a família de antifúngicos (sordarinas) que inibem 
a síntese proteica bloqueando o factor de elongação encontra-se em fase de teste (Odds et al., 
2003b). 
 
Várias técnicas podem ser utilizadas para testar a actividade dos antifúngicos. Assim, foram 
desenvolvidos métodos baseados no crescimento dos fungos na presença de antifúngicos em meio 
líquido ou sólido. Para a avaliação dos resultados obtidos pode recorrer-se a análise visual, a 
espectrofotometria ou a citometria de fluxo (Hoffman et al., 2001). 
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Para a utilização de meio líquido os testes podem ser realizados por macro ou 
microdiluição, sendo as duas técnicas similares com a excepção dos volumes utilizados. Assim, 
para a macrodiluição o teste é realizado em tubos de ensaio num volume total de 1 ml, enquanto a 
microdiluição utiliza um volume de 200 µl e é executada em microplacas de 96 poços. 
São realizadas duas diluições seriadas (1:2) da droga a testar em meio de cultura e distribuídos 
pelos tubos/poços. Nas duas metodologias, o inóculo é ajustado e adicionado ao meio com a droga 
sendo depois incubado à temperatura pretendida. No caso da anfotericina B, a concentração 
mínima inibitória (CMI) corresponde à menor concentração de antifúngico em que se observa 
ausência de crescimento. No caso de o antifúngico a testar pertencer aos azóis, a CMI considera-se 
a concentração em que ocorre uma redução de 50% ou de 80% do crescimento em relação ao 
controlo, consoante se trata de macro ou microdiluição, respectivamente. A técnica de 
microdiluição parece de mais fácil utilização, mas a determinação da CMI poderá apresentar alguns 
problemas devido à dificuldade na determinação do ponto de leitura (‘endpoint’) (Hoffman et al., 
2001). 
Microplacas com indicadores colorimétricos parecem ser uma alternativa para a 
determinação da CMI. A “YeastOne Colorimetric Antifungal Panel” é uma microplaca comercial que 
contém a droga a testar assim como o Alamar Blue (indicador de oxido-redução). A presença deste 
indicador torna a determinação da CMI menos subjectiva (Pfaller et al., 2004).  
A utilização de espectrofotometria constitui outra possível alternativa para a determinação 
da CMI. As CMIs são definidas como sendo a menor concentração da droga em que, relativamente 
ao controlo, a diminuição da turbidez corresponde a uma determinada percentagem (90% no caso 
da anfotericina B), tornando a determinação da CMI mais objectiva (Espinel-Ingroff et al., 2005). 
Por sua vez, o ‘E-test’ parece ser uma boa alternativa à utilização de meios líquidos. 
Este método consiste na colocação de uma fita de plástico, contendo o antifúngico a testar em 
concentrações graduais, sobre meio sólido inoculado em toda a superfície com o isolado. A difusão 
da droga no meio estabelece um gradiente de concentração estável e a inibição do crescimento 
fúngico produz uma elipse em que a intersecção entre o crescimento e a fita corresponde à CMI 
(Guinea et al., 2006).  
A utilização da técnica de difusão utilizando discos também foi testada. A metodologia é 
simples e de rápida aplicação, sendo necessário inocular a estirpe a testar sobre um meio sólido e 
de seguida colocar discos embebidos em antifúngicos sobre o inóculo. Os isolados são considerados 
susceptíveis ou resistentes de acordo com o diâmetro do halo de inibição que apresentam e uma 
escala pré-estabelecida (Barry et al., 1996).  
A utilização da citometria de fluxo para testar a sensibilidade aos antifúngicos foi 
igualmente investigada e revelou ser muito rápida uma vez que cinco horas após o início foram 
obtidos resultados para a sensibilidade de Candida spp. ao fluconazol. Esta metodologia tem por 
objectivo medir a permeabilidade da membrana celular do fungo após contacto com várias 
concentrações de antifúngico. Para tal, um corante fluorescente, que permite distinguir as células 
viáveis das não viáveis, é adicionado à suspensão onde o fungo foi colocado em contacto com a 
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droga sendo o conjunto introduzido num citómetro de fluxo. A CMI foi definida como sendo a 
menor concentração de antifúngico na qual se observou um aumento de 40% de fluorescência 
(Rudensky et al., 2005). 
Com a diversidade de técnicas e o aumento da variedade de antifúngicos no mercado 
tornou-se necessário normalizar os testes de sensibilidade dos fungos a essas drogas. Inicialmente, 
os esforços centraram-se na elaboração de um método de referência para testar leveduras, que 
culminou na publicação do documento M27-A pelo ‘National Committee for Clinical Laboratory 
Standards’ (NCCLS, 1997). No entanto, esse documento não inclui fungos filamentosos, fazendo 
com que seja essencial a aprovação de um método de referência para testar a sensibilidade destes 
microrganismos aos antifúngicos. Em 2002, o ‘Clinical and Laboratory Standards Institute’ 
(CLSI; inicialmente NCCLS) publicou um documento (M38-A) como teste de referência para o 
estudo de sensibilidade de fungos filamentosos a antifúngicos, mas este documento não inclui os 
dermatófitos. 
Com o objectivo de desenvolver um teste de referência para testar a sensibilidade dos 
dermatófitos a antifúngicos, Norris e colaboradores (1999) testaram algumas variáveis que 
poderão influenciar as CMIs. Os autores utilizaram a técnica de microdiluição em meio líquido 
descrita no documento M-27A e foi testada a sensibilidade de isolados das espécies 
T. mentagrophytes, T. rubrum e T. tonsurans à griseofulvina e ao fluconazol. Os autores avaliaram 
a influência de factores como o meio de cultura, a temperatura, a concentração do inóculo e o 
tempo de incubação.  
Foram testados os meios de cultura RPMI 1640 com L- glutamina e sem bicarbonato de 
sódio a pH 7,0, Sabouraud a pH 5,6, Yeast Nitrogen Broth a pH 7,0 e Penasay a pH 7,0, tendo os 
dois primeiros sido considerados adequados para a utilização em testes de sensibilidade. 
Duas temperaturas (30 e 35ºC) foram ensaiadas, tendo ambas conduzido a taxas de crescimento 
equivalentes. No entanto, os autores sugerem a utilização de 35ºC, uma vez que a mesma estufa 
poderá ser utilizada para testar dermatófitos e leveduras em simultâneo. Três concentrações de 
conídios (103, 104 e 105 conídios/ml) foram utilizadas como inóculo, demonstrando-se que o uso de 
103 conídios/ml apresenta os melhores resultados e sendo essa a concentração definida como 
adequada para testar a sensibilidade dos dermatófitos a antifúngicos (Norris et al., 1999).  
Uma vez que o período da incubação poderá alterar os valores das CMIs, os autores 
definiram quatro dias como o tempo adequado de incubação, visto que os isolados testados 
apresentavam um bom crescimento após esse período. Os autores definiram, ainda, o valor da CMI 
como equivalente à menor concentração na qual o crescimento de um isolado é inibido em 80% 
quando comparado com o controlo (Norris et al., 1999). 
A reduzida esporulação em alguns dermatófitos (e.g. T. rubrum) conduziu Jessup e 
colaboradores (2000) a utilizarem vários meios para determinar o mais adequado. Esses autores 
avaliaram a produção de conídios pelas espécies T. rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, 
E. floccosum e M. canis em três meios de cultura. Os isolados foram inoculados em meio Potato 
Dextrose Agar (PDA), Micose Agar com 1% de extracto de levedura e em meio de aveia. Os 
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isolados das espécies T. mentagrophytes, T. tonsurans, E. floccosum e M. canis foram incubados 
durante quatro e sete dias, tendo mostrado produção abundante de conídios aos quatro dias. 
T. rubrum produziu conídios após quatro e sete dias em meio de aveia, no entanto nos outros dois 
meios testados não foi possível obter conídios. 
Fernández-Torres e colaboradores (2002b) testaram a susceptibilidade de T. rubrum, 
T. mentagrophytes, T. tonsurans, M. gypseum, M. canis e E. floccosum a três drogas (itraconazol, 
clotrimazol e terbinafina) utilizadas em terapêutica clínica. O método escolhido para este estudo, 
que envolveu três laboratórios, foi o da microdiluição em meio líquido. Os autores testaram duas 
concentrações de conídios (103 e 104 conídios/ml) não se verificando nenhuma influência da 
concentração sobre a CMI. No mesmo estudo, a temperatura (28 e 37ºC) e período de incubação 
(3, 7 e 14 dias) foram igualmente testados, observando-se que a reprodutibilidade foi mais elevada 
quando analisada a sensibilidade ao itraconazol e clotrimazol após sete dias de incubação, a 28ºC, 
relativamente a 14 dias. Essas duas variáveis não influenciaram as CMIs obtidas para a terbinafina. 
Os autores testaram duas alternativas para a definição da CMI, sendo a primeira a concentração na 
qual o crescimento é inibido a 100% (designada MIC-0) e a outra a concentração na qual o 
crescimento é inibido a 50% (designada MIC-2). A MIC-0 foi a concentração que permitiu obter a 
melhor reprodutibilidade. As reprodutibilidades intra e interlaboratorial foram investigadas, 
revelando elevadas percentagens para a primeira (87 a 100%) e valores diferentes da segunda 
para a terbinafina (90 a 100%), o clotrimazol (82 a 88%) e o itraconazol (44 a 88%). 
A subjectividade com a qual as CMIs foram definidas em diferentes estudos (50, 80 ou 
100% de inibição) levou Pujol e colaboradores (2002) a testar um método colorimétrico (YeastOne) 
para a definição da CMI. A adição ao meio de cultura de um indicador colorimétrico de oxido-
redução (Alamar Blue), que se altera de azul a vermelho na presença de organismos 
metabolicamente activos, foi investigada nos testes a antifúngicos em dermatófitos. Os resultados 
obtidos com esta metodologia foram comparados com os obtidos com a microdiluição em meio 
líquido. A concordância observada entre as duas metodologias, para as várias drogas, foi variável 
consoante a droga investigada. Assim, 80% de concordância foi registada para a anfotericina B e o 
itraconazol, enquanto o fluconazol e o cetoconazol apresentaram valores de 67 e 69%, 
respectivamente. No entanto, na ausência de um método de referência com valores de CMI bem 
definidos esta metodologia permanecerá por validar. 
Em 2004, foi realizado um segundo estudo intra e interlaboratorial (Ghannoum et al., 
2004). Os autores testaram a sensibilidade das espécies T. rubrum, T. mentagrophytes, 
T. tonsurans, E. floccosum e M. canis ao fluconazol, ciclopirox, griseofulvina, itraconazol, 
posaconazol, terbinafina e voriconazol utilizando as condições descritas por Norris e colaboradores 
(1999), assim como as descritas pela equipa de Jessup (2000). Os resultados mostraram uma 
elevada reprodutibilidade intra e interlaboratorial quanto à concentração na qual se observou 50 ou 
80% de inibição do crescimento em relação ao controlo. Assim, a concordância entre os dados 
obtidos nos seis laboratórios foi de 92 a 100% para todos os isolados, quando se investigou a 
inibição de 50% do crescimento, e de 88 a 99% para a inibição de 80% do crescimento. 
A reprodutibilidade intralaboratorial foi de 97 e 96% ao testar a inibição de 50% e 80% de 
crescimento, respectivamente. Como não foram observadas diferenças significativas entre os dados 
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registados a 50 e 80% de inibição do crescimento, os autores sugerem a concentração na qual se 
observa 80% de inibição do crescimento como a concentração mínima inibitória. 
Com o objectivo de identificar estirpes que sirvam para o controlo de qualidade, Ghannoum 
e colaboradores (2006) testaram a sensibilidade de 10 isolados (50% T. rubrum e 50% 
T. mentagrophytes) a sete antifúngicos (ciclopirox, fluconazol, griseofulvina, itraconazol, 
posaconazol, terbinafina e voriconazol) em oito laboratórios distintos. Os laboratórios registaram as 
concentrações em que se observaram 50 e 80% de inibição do crescimento em relação ao controlo. 
Ao contrário dos resultados obtidos para 80% de inibição do crescimento, os de 50% de inibição do 
crescimento foram inconsistentes entre os vários laboratórios. Uma elevada concordância entre os 
resultados dos vários laboratórios foi registada para um isolado da espécie T. mentagrophytes para 
todas as drogas testadas com a excepção do fluconazol. O mesmo se verificando com um isolado 
de T. rubrum com o ciclopirox, o fluconazol e o voriconazol. Com base nestes resultados, o CLSI 
seleccionou as duas estirpes como isolados de referência para as drogas em que se obtiveram as 
melhores reprodutibilidades, as quais foram submetidas à ‘American Type Culture Collection’ 
(ATCC). 
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1.7. PLANO ESTRUTURAL E OBJECTIVOS DO TRABALHO  
 
Embora as dermatofitias não constituam um risco para a vida dos pacientes, o seu impacto 
sobre a qualidade de vida dessas pessoas pode ser considerável. Essas infecções provocam um 
certo desconforto para os pacientes causando-lhes prurido e dor nas áreas infectadas. As pessoas 
afectadas podem sofrer efeitos negativos emocional e socialmente por sentirem embaraço nos seus 
empregos por se considerarem “sujos”, receando transmitir a sua infecção aos familiares, amigos 
ou colegas (Elewski, 1998). Por outro lado, por serem crónicas (e.g. onicomicose), algumas 
dermatofitias conduzem os pacientes ao consumo elevado de antifúngicos com casos de insucesso 
da terapia a atingirem os 25% (Lambrich et al., 2002). Esse factor tem um impacto directo sobre 
os custos da segurança social visto que, pelo mundo fora, mais de 500.000.000 USD são gastos 
todos os anos em antifúngicos contra dermatófitos (Gräser et al., 2008). 
Tal como anteriormente referido, os métodos clássicos de identificação de dermatófitos, de 
utilização generalizada, baseiam-se no estudo de caracteres macroscópicos e microscópicos das 
colónias em meio de cultura e na utilização de alguns meios específicos (Padhye, 1999). Além de 
estes constituirem procedimentos morosos, são frequentes quer as estirpes pleomorfisadas, sem 
qualquer caracter fenotípico definido, quer as estirpes variáveis, com caracteres sobrepostos. 
Acresce ainda que a elevada semelhança fenotípica entre algumas espécies de dermatófitos, 
e.g. Trichopyton soudanense e T. rubrum, restringe a sua identificação a técnicos experientes e 
especializados, obrigando ao recurso a laboratórios centrais. 
A utilização de métodos moleculares, para a identificação a nível de espécie e para a 
caracterização genómica das estirpes, permitirá uma maior rapidez, fiabilidade e acessibilidade de 
diagnóstico, bem como um melhor conhecimento das relações de clonalidade dos dermatófitos, 
possibilitando identificar surtos infecciosos, monitorizar infecções nosocomiais e efectuar vigilância 
epidemiológica de instalações desportivas e praias. 
Os isolados analisados neste estudo foram obtidos de pacientes com dermatofitias, num 
Laboratório de Micologia associado a um Centro de Saúde em Lisboa, de equipamentos e utentes 
da Piscina da Penha de França, do Laboratório de Micologia do Hospital Ibn Roch de Casablanca 
(Marrocos) bem como da ‘Colección Española de Cultivos Tipo’ (CECT), para as estirpes usadas 
como referência. 
Como primeiro objectivo do presente estudo procurou desenvolver-se métodos moleculares 
baseados em PCR, cuja execução é fácil, e sobretudo originando resultados que sejam fidedignos, 
reprodutíveis e de interpretação simples, com a finalidade de identificar e diferenciar os 
dermatófitos. Assim, o estudo incidiu sobre a análise de polimorfismos de restrição de duas regiões 
do rDNA bem como a análise de perfis de ‘fingerprinting’ produzidos por amplificação utilizando um 
‘primer’ único. Os resultados obtidos por essas metodologias foram avaliados em termos de 
potencial identificativo e de forma a compreender se reflectem a filogenia dos dermatófitos. 
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Embora várias proteínas tenham sido descritas em diversas espécies de dermatófitos, 
pouco se sabe acerca da fisiopatologia dos dermatófitos (Brouta et al., 2001a). A recente 
descoberta de duas famílias de genes codificando para metaloproteases ou proteases de serina em 
M. canis, T. mentagrophytes e T. rubrum levantou a hipótese de que, à semelhança do que 
acontece em outros organismos, a presença destes genes poderá estar relacionada com a 
virulência dos dermatófitos (Brouta et al., 2002; Descamps et al., 2002; Jousson et al., 2004a e 
b). 
Neste estudo, procedeu-se à pesquisa desses potenciais factores de virulência associados 
aos dermatófitos. A partir das sequências dos genes da família das metaloproteases (MEP) e das 
proteases de subtilisina (SUB), disponíveis na base de dados de sequências nucleotídicas EMBL, 
desenharam-se ‘primers’ para os genes MEP1, MEP2, MEP3, MEP4 e MEP5 assim como para os 
genes SUB1, SUB2, SUB3, SUB4, SUB5, SUB6 e SUB7 e procedeu-se à sua pesquisa por PCR em 
233 isolados de diferentes origens. A presença/ausência de cada um dos genes foi relacionada com 
o seu potencial papel durante a infecção, com as espécies analisadas bem como com o sexo dos 
pacientes, a origem e local de recolha dos isolados.  
A terceira parte do estudo incidiu sobre a sensibilidade aos antifúngicos porque, 
contrariamente ao que se verifica para as bactérias e leveduras, não existe qualquer método de 
referência para testar a sensibilidade dos dermatófitos a antifúngicos. Tal como anteriormente 
referido, várias metodologias são utilizadas para testar essa sensibilidade (Karaca et al., 2004; 
Esteban et al., 2005, Barros et al., 2007) mas os resultados originados nem sempre são 
comparáveis. De facto, a ausência de metodologias de referência faz, por exemplo, com que os 
‘endpoints’ utilizados bem com a concentração inicial do inóculo não coincidam entre os vários 
estudos.  
Com o objectivo de caracterizar a sensibilidade dos dermatófitos em relação a agentes 
antifúngicos habitualmente utilizados na terapêutica em Portugal, e uma vez que o crescimento dos 
dermatófitos em meio líquido é algo peculiar, procurou desenvolver-se uma metodologia baseada 
no crescimento dos fungos em meio agarizado contendo um gradiente de concentração dos 
antifúngicos a testar. Os resultados foram analisados tendo-se procedido à determinação das 
concentrações mínimas inibitórias dos cinco antifúngicos utilizados, que foram posteriormente 
relacionadas com as concentrações in vivo, descritas na literatura, de modo a detectar possíveis 
estirpes resistentes. 
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2.1. ISOLADOS 
 
Utilizou-se uma colecção de 205 isolados obtidos no Laboratório de Micologia da 
Administração Regional de Saúde de Lisboa e Vale do Tejo (ARSLVT) durante isolamentos de rotina 
assim como da vigilância da piscina Penha de França (equipamentos e utentes). Foram ainda 
analisados 12 isolados provenientes de Marrocos. Os isolados foram identificados a nível de espécie 
com base na sua morfologia macro e microscópica e no crescimento em meios específicos. A 
Tabela 3 apresenta a lista dos isolados organizados por espécie e local de origem. 
Estirpes de referência obtidas da ‘Colección Española de Cultivos Tipo’ (CECT) foram 
também incluídas neste trabalho (Tabela 4). 
 
Tabela 3- Isolados e sua origem.  
 Origem  
Espécie Piscina (utentes) Piscina (equipamentos) Rotina Marrocos Total 
E. floccosum 0 0 2 0 2 
M. canis 0 0 25 3 28 
M. audouinii 0 0 23 0 23 
M. gypseum 0 0 6 0 6 
T. megninii 0 0 1 0 1 
T. mentagrophytes 19 12 45 3 79 
T. rubrum 2 0 34 6 42 
T. soudanense 0 0 2 0 2 
T. tonsurans 0 0 12 0 12 
T. violaceum 0 0 7 0 7 
Não identificado 0 0 3 0 3 
Total 21 12 160 12 205 
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Tabela 4- Estirpes de referência. 
Número na CECT Espécie 
CECT 2793 Arthroderma benhamiae 
CECT 2794 Trichophyton rubrum 
CECT 2795 Arthroderma benhamiae 
CECT 2796 Epidermophyton floccosum 
CECT 2891 Arthroderma benhamiae 
CECT 2892T Arthroderma benhamiae 
CECT 2893T Arthroderma benhamiae 
CECT 2894 Arthroderma benhamiae 
CECT 2895 Arthroderma benhamiae 
CECT 2896 Arthroderma benhamiae 
CECT 2897 Arthroderma benhamiae 
CECT 2898 Arthroderma benhamiae 
CECT 2899 Arthroderma vanbreuseghemii MT (−) 
CECT 2900 Arthroderma vanbreuseghemii MT (+) 
CECT 2902 Arthroderma vanbreuseghemii 
CECT 2908 Arthroderma gypseum 
CECT 2921 Arthroderma benhamiae 
CECT 2956 Trichophyton mentagrophytes var. erinacei 
CECT 2957 Trichophyton mentagrophytes var. goetzii 
CECT 2958 Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale 
CECT 2959 Trichophyton mentagrophytes var. nodulare 
CECT 2989 Arthroderma cajetani 
CECT 2990 Arthroderma gypseum 
CECT 2991 Trichophyton ajelloi 
CECT 2992 Trichophyton verrucosum 
CECT 2998 Arthroderma quadrifidum 
CECT 2999 Arthroderma uncinatum 
CECT 20116 Arthroderma cajetani 
 
 
 
 
2.2. EXTRACÇÃO DE DNA 
 
Os dermatófitos foram inoculados em meio Sabouraud (Neopeptona 10 g/l, Dextrose 
40 g/l, Agar 15 g/l) e incubados entre 7 e 14 dias a 27ºC. Após crescimento, o micélio foi recolhido 
e congelado a -80ºC até se proceder à extracção de DNA. 
Para a extracção de DNA, o micélio foi colocado num almofariz previamente arrefecido e, 
após adição de azoto líquido, procedeu-se à sua maceração. O pó obtido foi transferido para um 
tubo e o restante processo de extracção foi realizado de acordo com o descrito por Pitcher e 
colaboradores (1989). 
As amostras de DNA foram quantificadas por medição da absorvência a 260 nm, tendo sido 
a concentração ajustada de modo a utilizar 100 ng nas reacções de PCR. 
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2.3. ‘AMPLIFIED RIBOSOMAL DNA RESTRICTION ANALYSIS’ (ARDRA)  
 
Procedeu-se à amplificação de duas regiões do rDNA: a região ITS e a região TR do rDNA 
18S. Para a amplificação da região ITS utilizaram-se os ‘primers’ ITS4 
5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ e ITS5 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ (White et al., 1990), 
enquanto que para a região TR foram utilizados os ‘primers’ TR1 5’-GTTTCTAGGACCGCCGTA-3’ e 
TR2 5’-CTCAAACTTCCATCGACTTG-3’ (Bock et al., 1994). As reacções de PCR foram efectuadas no 
aparelho Termo RoboCycler (Stratagene, La Jolla, CA, USA) em tubos de 0,2 ml contendo o tampão 
PCR Invitrogen (pH 8,4; 2 mmol.l-1 MgCl2), 0,2 mmol.l
-1 de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) 
(Invitrogen, Paisley, UK), 0,5 µmol de cada ‘primer’, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, 
Paisley, UK) e 100 ng de DNA num volume total de 50 µl. A mistura de reacção foi coberta por uma 
gota de óleo mineral.  
O programa de amplificação utilizado foi o seguinte: desnaturação inicial de 3 min a 94ºC; 
35 ciclos de desnaturação, 1 min a 94ºC; ‘annealing’, 1 min a 55ºC; extensão, 1 min a 72ºC e 
extensão final de 5 min a 72ºC; de seguida os tubos foram arrefecidos a 4ºC. Os produtos de 
amplificação foram separados por electroforese em gel de agarose  1% (p/v) em tampão TBE 0,5 X 
(50 mM Tris, 45 mM ácido bórico, 0,5 mM EDTA; Invitrogen, Paisley, UK) a 90 V durante 60 min. 
Após coloração com brometo de etídeo, o DNA foi visualizado sob luz ultravioleta tendo sido 
utilizado o sistema Kodak 1D (Kodak, Rochester, NY, USA) para  captação da imagem. 
Uma alíquota de 5 µl dos produtos obtidos após amplificação da região ITS foi digerida com 
5 U das enzimas MseI (New England Biolabs) e AluI (Chimerx), em reacções independentes, de 
acordo com as instruções do fabricante. Os produtos obtidos após amplificação da região TR do 
rDNA 18S foram digeridos com 5 U da enzima AluI (Chimerx) de acordo com as instruções do 
fabricante. Os produtos de restrição foram separados por electroforese em gel de agarose 2% 
(p/v) em tampão TBE 0,5 X (Invitrogen, Paisley, UK) a 90 V durante 90 min. Após coloração com 
brometo de etídeo, o DNA foi visualizado sob luz ultravioleta tendo sido utilizado o sistema Kodak 
1D (Kodak, Rochester, NY, USA) para captação da imagem. 
 
2.4. PCR COM ‘PRIMER’ ÚNICO 
 
Os oligonucleótidos csM13 5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’ (Huey et al., 1989), (GACA)4 
(Meyer et al., 1997) e (GTG)5 (Ali et al., 1986) foram utilizados como ‘primers’ únicos para a 
identificação e/ou tipificação dos isolados. As reacções de PCR foram efectuadas em tubos de 
0,2 ml num volume total de 50 µl, contendo o tampão PCR Invitrogen (pH 8,4; 2,5 mmol.l-1 
MgCl2), 0,2 mmol.l
-1 de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) (Invitrogen, Paisley, UK), 0,5 µmol de 
cada ‘primer’, 2 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Paisley, UK) e 100 ng de DNA. A mistura de 
reacção foi coberta por uma gota de óleo mineral. 
 O programa de amplificação utilizado no aparelho Termo RoboCycler (Stratagene, La 
Jolla,CA, USA) foi o seguinte: desnaturação inicial de 3 min a 94ºC; 35 ciclos, 1 min a 94ºC, 1 min 
a 50ºC, 2 min a 72ºC e um ciclo de extensão final de 5 min a 72ºC; de seguida os tubos foram 
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arrefecidos a 4ºC. Os produtos de amplificação foram separados por electroforese em gel de 
agarose 1% (p/v) em tampão TBE 0,5 X (Invitrogen, Paisley, UK) a 80 V durante 180 min. Após 
coloração com brometo de etídeo, o DNA foi visualizado sob luz ultravioleta tendo sido utilizado o 
sistema Kodak 1D (Kodak, Rochester, NY, USA) para captação da imagem. 
Para testar a reprodutibilidade da metodologia procedeu-se a uma nova extracção de DNA 
de 10% dos dermatófitos, seleccionados de forma aleatória. Após amplificação, os perfis obtidos 
foram analisados visualmente, notando-se uma elevada congruência entre os perfis dos isolados e 
das suas réplicas. De seguida, utilizou-se o programa Bionumerics® versão 4.61 (Applied Maths, 
Kortrijk, Belgium) para determinar o valor de semelhança entre os perfis obtidos após duas 
análises.  
 
2.5. ANÁLISE DA REGIÃO NTS DO rDNA 
 
Os ‘primers’ TrNTSF-2 5’- ACCGTATTAAGCTAGCGCTGC -3’ e TrNTSR-4  
5’- TGCCACTTCGATTAGGAGGC -3’; TrNTSR-1 5’- CTCAGTCGAACCGTGAGGC -3´ e TrNTSC-1            
5’- CGAGACCACGTGATACATGCG -3’, descritos por Jackson e colaboradores (2000), foram 
utilizados para amplificar, respectivamente, os dois subelementos repetidos em tandem TRS-1 
(‘Tandem Repetitive Subelements’-1) e TRS-2 presentes no espaçador não transcrito (NTS-‘Non 
Transcribed Spacer’) do rDNA para os isolados de T. rubrum.  
As reacções de PCR efectuaram-se no aparelho Termo RoboCycler (Stratagene, La Jolla, 
CA) em tubos de 0,2 ml, num volume total de 50 µl, contendo o tampão PCR Invitrogen (pH 8,4; 
2 mmol.l-1 MgCl2), 0,2 mmol.l
-1 de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) (Invitrogen, Paisley, UK), 
0,5 µmol de cada ‘primer’, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Paisley, UK) e 100 ng de DNA. 
A mistura de reacção foi coberta por uma gota de óleo mineral. 
O programa de amplificação utilizado foi o seguinte: desnaturação inicial de 3 min a 94ºC; 
35 ciclos com desnaturação durante 1 min a 94ºC, 1 min de hibridação a 58ºC para a amplificação 
do TRS-1 e 55ºC para a amplificação do TRS-2 e extensão, durante 1 min, a 72ºC; extensão final 
de 5 min a 72ºC. De seguida, os tubos foram mantidos a 4ºC Os produtos de amplificação foram 
separados por electroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampão TBE 0,5 X (Invitrogen, 
Paisley, UK) a 90 V durante 90 min. Após coloração com brometo de etídeo, o DNA foi visualizado 
sob luz ultravioleta tendo sido utilizado o sistema Kodak 1D (Kodak, Rochester, NY, USA) para 
captação da imagem. 
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2.6. PESQUISA DE FACTORES DE VIRULÊNCIA 
 
A partir das sequências dos genes que codificam para as metaloproteases (MEP1, MEP2, 
MEP3, MEP4 e MEP5) descritas para as espécies M. canis, T. rubrum e A. benhamiae, desenharam-
se cinco pares de ‘primers’ que foram utilizados em reacções de PCR. Da mesma forma, 
desenvolveram-se ‘primers’ a partir das sequências dos genes SUB1, SUB2, SUB3, SUB4, SUB5, 
SUB6 e SUB7, descritas para as mesmas espécies (Tabela 5). 
Para as espécies A. cajetani, M. audouinii e M. gypseum foram utilizados os ‘primers’ 
desenhados a partir das sequências da espécie M. canis. Em relação às espécies T. megninii, 
T. soudanense e T. violaceum, foram utilizados os ‘primers’ obtidos das sequências da espécie 
T. rubrum, enquanto que para as espécies T. mentagrophytes sensu lato (i.e. todas as variedades 
de T. mentagrophytes e suas teleomórficas) e T. tonsurans foram empregues os ‘primers’ obtidos a 
partir das sequências de A. benhamiae. Relativamente às espécies A. quadrifidum, A. uncinatum, 
T. ajelloi e E. floccosum foram utilizados os ‘primers’ desenvolvidos a partir das sequências das 
espécies M. canis, T. rubrum e A. benhamiae. Por outro lado, e uma vez que nenhuma sequência 
para os genes SUB4-7 foi descrita para o género Microsporum, efectuou-se um ‘screening’ destes 
genes com os ‘primers’ obtidos a partir das sequências de T. rubrum e A. benhamiae.  
As reacções de PCR efectuaram-se no aparelho Termo RoboCycler (Stratagene, La Jolla, 
Calif.) em tubos de 0,2 ml, num volume total de 50 µl, contendo o tampão PCR Invitrogen (pH 8,4; 
2 mmol.l-1 MgCl2), 0,2 mmol.l
-1 de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) (Invitrogen, Paisley, UK), 
0,5 µmol de cada ‘primer’, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Paisley, UK) e 100 ng de DNA. 
A mistura de reacção foi coberta por uma gota de óleo mineral. 
O programa de amplificação utilizado foi o seguinte: desnaturação inicial de 3 min a 94ºC; 
35 ciclos com desnaturação durante 1 min a 94ºC, 1 min de hibridação a 55ºC e extensão durante 
1 min a 72ºC; extensão final de 5 min a 72ºC. De seguida, os tubos foram mantidos a 4ºC. Os 
produtos de amplificação foram separados por electroforese em gel de agarose 1% (p/v) em 
tampão TBE 0,5 X (Invitrogen, Paisley, UK) a 80 V durante 180 min. Após coloração com brometo 
de etídeo, o DNA foi visualizado sob luz ultravioleta tendo sido utilizado o sistema Kodak 1D 
(Kodak, Rochester, NY, USA) para captação da imagem. 
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Tabela 5- ‘Primers’ utilizados para a amplificação dos genes MEP e SUB. 
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2.7. SENSIBILIDADE A ANTIFÚNGICOS 
 
A actividade de cinco antifúngicos utilizados na terapêutica foi investigada apenas num 
subconjunto de isolados da colecção. Tendo a maioria das culturas stock originais sido 
acidentalmente perdida no Laboratório de Micologia da ARSLVT, o grupo de isolados utilizados para 
análise da sensibilidade a antifúngicos representa apenas os que foi possível recuperar a partir de 
duplicados de culturas existentes no Laboratório de Microbiologia do ICAT/FCUL. Os antifúngicos 
terbinafina, griseofulvina, cetoconazol, itraconazol e fluconazol foram obtidos sob a forma de 
comprimidos comercializados para uso sistémico.   
 
 2.7.1. PREPARAÇÃO DOS ISOLADOS 
Os isolados conservados a -80ºC foram repicados em meio Sabouraud e incubados a 30ºC. 
Após o crescimento, procedeu-se a uma nova repicagem em meio Sabouraud e meio de Aveia 
(10% de farinha de aveia). O meio de aveia foi descrito por Jessup e colaboradores (2000) como 
adequado para estimular a produção de conídios em espécies conhecidas pela sua reduzida 
capacidade de esporulação (e.g. T. rubrum). Como descrito no mesmo estudo, o meio de aveia foi 
autoclavado uma primeira vez durante 20 min e, após ter arrefecido, voltou a ser autoclavado 
20 min. O arrefecimento seguido da segunda autoclavagem permite a lise dos eventuais esporos 
de Bacillus presentes no meio. Após crescimento do micélio (7 a 15 dias), 15 ml de água ultrapura 
esterilizada foram adicionados sobre a placa de forma a cobrir a cultura. Com a ajuda de um 
espalhador raspou-se suavemente a superfície das colónias para libertar os esporos sem arrastar 
as hifas. A suspensão foi transferida para um tubo esterilizado.  
Para permitir às partículas mais pesadas serem depositadas no fundo do tubo, a suspensão 
foi deixada em repouso 15 a 20 minutos (Fernàndez-Torres et al., 2001), o sobrenadante foi 
recolhido para um novo tubo e efectuou-se a contagem de esporos em câmara de Neubaeur. Nos 
isolados em que o número de esporos foi reduzido recorreu-se à centrifugação ressuspendendo-os 
em volumes menores de forma a concentrar os esporos. Nos casos em que o número de esporos 
foi elevado procedeu-se a diluições seriadas com o objectivo de obter entre 30 e 300 esporos na 
câmara de contagem.  
Após contagens, efectuou-se o estudo da viabilidade dos esporos de forma a utilizar 
104 cfu/ml para os testes posteriores. Assim, realizaram-se as diluições necessárias para obter 
entre 30 e 300 colónias. As suspensões preparadas foram inoculadas em meio Sabouraud com 
recurso a pérolas de vidro esterilizadas para uma distribuição uniforme dos esporos sobre a 
superfície do meio. Todos os isolados foram inoculados em triplicado.  
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2.7.2. PREPARAÇÃO DOS ANTIFÚNGICOS 
Cinco antifúngicos (griseofulvina, fluconazol, itraconazol, cetoconazol e terbinafina) para 
uso sistémico e utilizados na terapêutica em Portugal foram adquiridos na farmácia. Os 
medicamentos são comercializados sob as designações Grisovin® (griseofulvina), Fluconazol 
Actavis®, Itraconazol Actavis®, Nizal® (cetoconazol) e Terbinafina Actavis® e foram obtidos em 
comprimidos contendo 500 mg, 150 mg, 100 mg, 200 mg e 250 mg de princípio activo, 
respectivamente.  
Os comprimidos contendo os antifúngicos foram macerados até à obtenção de um pó fino 
que foi transferido para um tubo estéril. Consoante a concentração de antifúngico em cada 
comprimido adicionou-se água ultrapura estéril de forma a obter as seguintes concentrações: 
terbinafina 5000 µg/ml, griseofulvina 10000 µg/ml, cetoconazol 4000 µg/ml, itraconazol 
2000 µg/ml e fluconazol 3000 µg/ml. As soluções de antifúngico foram filtradas (0,22 µm) e 
conservadas no escuro a 4ºC durante o período de duas semanas.  
 
2.7.3. TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS EM MEIO LÍQUIDO 
Para este ensaio ajustaram-se todas as suspensões de modo a obter 104 cfu/ml em 200 µl. 
As suspensões foram inoculadas em 1800 µl de meio Sabouraud líquido perfazendo um total de 
2 ml, correspondendo a seis concentrações de antifúngico testadas na forma de diluições seriadas 
de 1:10, ou seja 1000, 100, 10, 1, 0,1 e 0,01 µg/ml. Cada isolado foi inoculado em triplicado em 
cada uma das concentrações de antifúngico. O controlo positivo foi constituído pelo meio 
Sabouraud sem antifúngico e inoculado com o isolado a testar. Por sua vez os controlos negativos 
foram constituídos por meio Sabouraud com e sem antifúngicos aos quais não foi adicionado 
qualquer suspensão celular.  
 
2.7.4. PREPARAÇÃO DAS PLACAS DE GRADIENTE DE CONCENTRAÇÃO 
Tendo em conta os resultados obtidos em 2.7.3, procedeu-se à preparação de placas de 
gradiente de modo a que, para cada isolado, a concentração máxima de cada antifúngico fosse 
idêntica à máxima concentração em meio líquido. Para cada experiência adicionou-se o volume 
adequado de antifúngico ao meio Sabouraud de forma a obter a concentração máxima final 
pretendida. Para marcar o sentido do gradiente, traçou-se uma linha na caixa de Petri (em vidro) 
para assinalar os dois extremos das concentrações máxima [+] e mínima [−]. Após 
homogeneização pipetaram-se 20 ml de meio suplementado com o antifúngico que foram 
colocados na caixa de Petri com o lado [−] apoiado sobre uma pipeta de modo a formar uma cunha 
de meio, ou seja maior volume no lado [+] e sem meio no lado [−]. Após solidificação do meio 
colocou-se a placa num plano horizontal e aplicaram-se 20 ml de meio Sabouraud sem antifúngico. 
Uma vez o meio solidificado, e devido à difusão do antifúngico para a camada superior, obtém-se 
uma placa de gradiente linear em que o lado [−] representa a concentração 0 µg/ml e o lado [+] a 
concentração máxima pretendida para o antifúngico.  
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A partir das suspensões preparadas, e utilizando pérolas de vidro esterilizadas para uma 
distribuição uniforme dos esporos sobre a superfície do meio, inocularam-se 104 cfu/ml de cada 
amostra. Para todos os isolados, procedeu-se à inoculação em meio Sabouraud sem antifúngico de 
forma a constituir o controlo positivo. Placas não inoculadas representaram o controlo da 
esterilidade do meio. 
 
2.7.5. PREPARAÇÃO DAS PLACAS DE CONCENTRAÇÃO UNIFORME 
Para confirmar a determinação das CMIs obtidas em meio de gradiente de concentração 
utilizaram-se placas de concentração uniforme, utilizando três concentrações. A primeira 
corresponde ao valor da CMI, sendo as restantes 10 vezes superiores e 10 vezes inferiores a esse 
valor, respectivamente.  
A partir das soluções de antifúngico adicionou-se o volume necessário para a obtenção da 
concentração final pretendida para cada antifúngico. Todos os isolados foram inoculados em 
triplicado. Uma placa não inoculada constituiu o controlo negativo deste ensaio. Paralelamente, foi 
incluído um controlo positivo para todos os isolados testados correspondente à inoculação dos 
vários isolados em meio sem antifúngico. 
 
 2.7.6. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA (CMI) 
A CMI foi considerada como o ponto em que se observou ausência total de crescimento. 
Com base no diâmetro da placa (L), da concentração máxima de antifúngico na placa (C) e nos 
valores obtidos para a distância entre o lado [−] e o lado [+] que apresenta crescimento fúngico 
(l), determinou-se a CMI de acordo com a seguinte fórmula: 
CMI= C x l/L  
Para cada isolado, todos os ensaios foram realizados em triplicado, correspondendo a CMI à média 
aritmética das três CMIs obtidas. 
 
 
2.8. ANÁLISE DE DADOS  
 
Os perfis obtidos por ITS-ARDRA e os baseados na utilização de ‘primer’ único [csM13, 
(GTG)5 e (GACA)4] foram analisados utilizando o programa BioNumerics
® versão 4.61 (Applied 
Maths, Kortrijk, Belgium). Os dendrogramas foram construídos utilizando o coeficiente de 
correlação de Pearson e o método de aglomeração baseado na distância média não ponderada 
(UPGMA-‘Unweighted Pair Group Method with Arithmetic average’) para avaliar as relações entre os 
vários isolados. 
A diversidade intra-específica foi avaliada utilizando os índices de diversidade de Simpson 
(D; Hunter et al., 1988) e de Shannon (H’; Zar, 1996). O índice de Simpson é geralmente 
interpretado como a possibilidade de dois organismos escolhidos ao acaso pertencerem ao mesmo 
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grupo; enquanto o índice de Shannon mede o grau de incerteza associado à previsão do grupo a 
que pertence um determinado indivíduo, podendo também ser interpretado como uma medida de 
entropia/desordem presente nos agrupamentos.  
Os dois índices são calculados de acordo com as fórmulas: 
 
Nota: S-número total de grupos formados; N- número total de isolados analisados; ni-número de 
isolados do grupo i; pi-proporção de isolados do grupo i em relação ao número total de isolados 
(pi=ni/N). 
 
Como o índice de Simpson é inversamente proporcional à diversidade, aplica-se o seu 
complementar (D’= 1 – D) que se refere à probabilidade de dois organismos seleccionados 
aleatoriamente pertencerem a grupos diferentes. 
Uma vez que se pretende analisar o grau de heterogeneidade da amostra, recorreu-se ao 
índice J’, derivado do índice de Shannon (Zar, 1996), calculado da seguinte forma: 
 
 
J’= H’/Hmax = H’/lnS 
 
 
 
 Para os dados obtidos após pesquisa dos genes de virulência, uma matriz de dados 
booleanos (presença/ ausência de genes de virulência), consistindo em 12 características e 
233 OTUs (‘Operational Taxonomic Units’), foi analisada no programa BioNumerics® versão 4.61 
(Applied Maths, Kortrijk, Belgium) utilizando métodos numéricos hierárquicos. As semelhanças 
foram calculadas com recurso ao coeficiente ‘simple matching’ e o método de aglomeração UPGMA. 
Para determinar a diversidade relativa dos perfis de virulência, em cada ‘cluster’, foi 
calculado o índice de diversidade J’ derivado do índice de Shannon como acima mencionado. 
A análise do χ2 das tabelas de contingências foi utilizada para determinar a independência 
estatística entre a presença dos genes pesquisados e os géneros dos isolados estudados, a idade 
dos pacientes, o sexo dos pacientes e o local de recolha (Zar, 1996). Sempre que apropriado, 
calcularam-se os ‘odd ratios’ (OR) e os respectivos intervalos de confiança de 95% de acordo com 
Gardner et al. (1989). 
Relativamente à sensibilidade dos dermatófitos aos cinco antifúngicos utilizados no 
presente trabalho, as médias obtidas para as cinco drogas foram comparadas utilizando o teste 
estatístico de Tukey de comparação de médias a posteriori (Zar, 1996). 
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3.1. IDENTIFICAÇÃO POR MÉTODOS MOLECULARES 
 
Para monitorizar a distribuição dos dermatófitos e a frequência das dermatofitias causadas 
por cada fungo, a sua identificação ao nível de espécie revela-se de grande importância 
(del Palacio et al., 1999; Florencio et al., 1999). A identificação destes fungos baseia-se na 
observação macro e microscópica das estruturas desenvolvidas e, em alguns casos, no estudo das 
suas propriedades fisiológicas e nutricionais. Este processo conduz a resultados de diagnóstico 
fidedignos, contudo o procedimento é moroso e muitas vezes complicado devido à variabilidade 
intra-específica observada e aos pleomorfismos de algumas colónias. O processo identificativo pode 
levar várias semanas até se obter um resultado, obrigando à aplicação de terapia empírica, ao 
invés de uma abordagem mais adequada (Mc Ilhatton et al., 2002).  
A utilização de métodos moleculares para a identificação dos dermatófitos ao nível de 
espécie tornará o diagnóstico mais fácil, rápido e fiável. Os métodos moleculares baseados na 
amplificação do DNA por PCR apresentam uma vantagem ainda maior, uma vez que apenas são 
necessárias quantidades reduzidas de DNA (Mochizuki et al., 1997). Desta forma, será possível o 
diagnóstico directo a partir de amostras clínicas sem crescimento prévio, assim como a 
identificação de agentes etiológicos em dermatofitias cujo aspecto clínico tenha sido alterado. 
Essas alterações podem dever-se à utilização de esteróides, dando origem a lesões conhecidas 
como tinea incognito (Jacobs et al., 2001; Pustisek et al., 2001; Sánchez-Castellanos et al., 2007).   
Uma outra vantagem da aplicação de métodos moleculares prende-se com o facto de 
amplificações por PCR permitirem a confirmação da presença de fungos que não são detectados 
pelas abordagens convencionais (Kardjeva et al., 2006; Walberg et al., 2006). 
Devido à estabilidade genómica, a utilização de métodos moleculares na identificação dos 
dermatófitos permitirá obter resultados reprodutíveis não influenciados por eventuais variações 
morfológicas. O trabalho realizado por Guoling e colaboradores (2006) demonstrou essa 
estabilidade genómica em isolados de T. rubrum ao longo do período de um ano. Esses autores 
observaram, ainda, alterações na morfologia das colónias em 54 isolados de T. rubrum, tendo 
detectado uma taxa de variação de 26,1%. Paralelamente, quatro estirpes não produtoras de 
pigmento adquiriram essa capacidade ao longo desse ano, enquanto duas a perderam. 
No presente estudo, aplicaram-se diversas metodologias moleculares, baseadas na 
amplificação por PCR, com o objectivo de identificar dermatófitos de diferentes origens.  
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3.1.1. ARDRA 
A amplificação da região TR do rDNA, descrita por Bock et al. (1994), originou um amplicão 
único e de igual dimensão (580 bp) para todas as espécies em análise. Após restrição dessa região, 
com a enzima AluI, obteve-se um perfil constituído por dois fragmentos, com massas moleculares 
de 410 bp e 160 bp, idêntico para todos os isolados. 
A amplificação desta região revelou um elevado nível de conservação entre os dermatófitos 
analisados e a restrição com a enzima AluI confirmou a sua homogeneidade, tornando-a um 
potencial marcador para a identificação destes fungos como grupo. No entanto, apenas um estudo 
mais alargado, incluindo outros grupos de fungos, poderá confirmar a hipótese avançada. Uma vez 
determinada a potencialidade da região TR, esta poderá ser considerada como marcador dos 
dermatófitos e, eventualmente, ser utilizada para diagnóstico directo a partir de amostras clínicas. 
A amplificação da região ITS do rDNA originou um fragmento único de dimensões distintas 
para algumas das espécies em estudo (Tabela 6). A aplicação de enzimas de restrição produziu, na 
maioria dos casos, dois fragmentos, permitindo distinguir algumas das espécies em análise 
(Tabela 6). 
 
Tabela 6- Dimensões dos fragmentos de amplificação e restrição da região ITS. 
 
 
Dimensão 
ITS* 
Fragmentos obtidos após 
restrição com AluI* 
Fragmentos obtidos após 
restrição com MseI* 
E. floccosum 800 800 • 720 + 50 
M. canis 750 670 + 80 400 + 290 + 50 
M. audouinii 750 670 + 80 400 + 290 + 50 
M. gypseum 660 660 • 400 + 200 + 60 
T. tonsurans 690 430 + 260 380 + 260 
T. mentagrophytes ss lt 690 430 + 260 380 + 300 
T. verrucosum 690 220 + 220 + 200 + 50 380 + 300 
T. rubrum 690 430 + 260 380 + 300 
T. violaceum 690 690 • 380 + 300 
T. soudanense 690 430 + 260 380 + 300 
T. megninii 690 430 + 260 380 + 300 
A. uncinatum / T. ajelloi 650 460 + 180 380 + 250 
A. quadrifidum 690 460 + 220 320 + 200 + 100 + 50 
A. cajetani 730 530 + 200 350 + 260 + 50 
 
* Valores em bp. 
• Sem local de restrição. 
 
Os polimorfismos de dimensão observados, após amplificação da região ITS, permitiram a 
identificação de quatro das 14 espécies em estudo. Assim, apesar de as dimensões dos fragmentos 
gerados serem muito semelhantes, dificultando a interpretação dos resultados, consideraram-se 
identificativos dos representantes das espécies A. cajetani (730 bp), E. floccosum (800 bp), 
M. gypseum (660 bp) e A. uncinatum/T. ajelloi (650 bp). Por sua vez, M. audouinii e M. canis 
apresentam amplicões de igual dimensão (750 bp) distintos da outra espécie do mesmo género, 
M. gypseum, e dos restantes isolados dos dois géneros estudados, Trichophyton e 
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Epidermophyton. Em relação aos isolados das espécies T. megninii, T. mentagrophytes sensu lato, 
T. rubrum, T. soudanense, T. tonsurans, T. verrucosum, T. violaceum e A. quadrifidum (teleomorfo 
de T. terrestre), a dimensão do fragmento obtido (690 bp) foi igual para todas as espécies. 
Após restrição com a enzima AluI (Tabela 6), observou-se que os representantes das 
espécies E. floccosum, M. gypseum e T. violaceum parecem não possuir sequência de 
reconhecimento para esta endonuclease, nas suas regiões ITS. M. audouinii e M. canis apresentam 
perfis idênticos, constituídos por dois fragmentos de restrição com 670 e 80 bp. As espécies 
A. cajetani, A. uncinatum/T. ajelloi, A. quadrifidum e T. verrucosum apresentam perfis distintos, 
constituídos por dois fragmentos para as primeiras e quatro para a última, enquanto as restantes 
espécies do género Trichophyton evidenciam perfis idênticos, com fragmentos de 430 e 260 bp. 
Após amplificação da região ITS, o amplicão de 800 bp foi considerado característico de 
E. floccosum. No entanto, M. canis e M. audouinii apresentaram um produto de amplificação de 
dimensão próxima (750 bp) implicando que a análise dos produtos seja efectuada em condições 
que permitem a eficiente resolução de tais fragmentos. A restrição por AluI dos amplicões de 
M. canis e M. audouinii, apesar de não contribuir para a sua distinção, confirma a não identidade 
de E. floccosum com as referidas espécies. 
A dimensão da região ITS de A. cajetani (730 bp) e das espécies M. canis e M. audouinii 
(750 bp) é muito semelhante, dificultando a sua distinção. A restrição dos referidos amplicões, por 
AluI, permitiu a identificação dos dois grupos pois os fragmentos obtidos para A. cajetani (530 e 
200 bp) e para as outras duas espécies (670 e 80 bp) correspondem a perfis perfeitamente 
distintos. 
A. uncinatum/T. ajelloi, que possuem uma região ITS com apenas 40 bp de diferença das 
restantes espécies de Trichophyton, apresentam um perfil de restrição com a enzima AluI distinto, 
permitindo uma discriminação mais fiável de A. uncinatum do seu anamorfo T. ajelloi das outras 
espécies do género Trichophyton. 
Algumas espécies entre as quais não foi observado polimorfismo de dimensão após 
amplificação da região ITS, nomeadamente T. verrucosum e A. quadrifidum, apresentaram perfis 
distintos após restrição com AluI, tornando possível a sua identificação.  
Paralelamente, foi possível distinguir T. violaceum das restantes espécies do mesmo 
género, pois embora tenha um ITS de dimensão igual ao de várias espécies de Trichophyton, 
T. violaceum não possui local de restrição para a endonuclease AluI, fazendo com que seja possível 
identificá-la ao nível de espécie. 
Relativamente à espécie M. gypseum, que possui ITS de dimensão (660 bp) próxima de 
várias espécies de Trichophyton (690 bp), a ausência de sequência de reconhecimento para AluI 
facilitou a sua identificação.   
A restrição da região ITS com a enzima MseI conduziu à obtenção de um perfil idêntico 
para os isolados das espécies T. mentagrophytes sensu lato, T. verrucosum, T. rubrum, 
T. violaceum, T. soudanense e T. megninii, com fragmentos de 380 e 300 bp. A espécie 
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T. tonsurans apresenta um perfil distinto das anteriores com fragmentos de 380 e 260 bp; no 
entanto, esse perfil é muito semelhante ao observado para A. uncinatum/T. ajelloi (380 e 250 bp), 
o que dificulta a distinção dessas duas espécies.  
M. audouinii e M. canis evidenciaram, mais uma vez, possuir perfis iguais (400, 290 e 
50 bp) após restrição com a enzima MseI. Essa mesma enzima produziu fragmentos de 400, 200 e 
60 bp para os isolados de M. gypseum, enquanto para E. floccosum foram obtidos perfis com 
fragmentos de 720 e 50 bp, considerados identificativos dessas espécies.  
A. quadrifidum e A. cajetani apresentam perfis únicos, com fragmentos de 320, 200, 100, e 
50 bp para a primeira e 350, 260 e 50 bp para a segunda permitindo distingui-las entre si e das 
restantes espécies analisadas neste estudo. 
Após restrição com MseI observou-se uma discrepância de 70 bp entre a dimensão 
estimada por soma dos fragmentos de restrição e o valor obtido por amplificação do ITS para a 
espécie A. cajetani. A pesquisa na base de dados de sequências nucleotídicas do National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) permitiu o acesso à sequência da região ITS dessa espécie, 
registada com o nº AB193710. A dimensão de 724 nucleótidos parece estar de acordo com a 
dimensão estimada no presente trabalho (730 bp). O processamento dessa sequência no programa 
Webcutter 2.0 (disponível na página http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) confirmou a presença de 
locais de restrição para a MseI responsáveis pela produção de fragmentos de 336, 224, 52, 49, 40 
e 23 bp (Fig. 7). 
 
 
Figura 7- Mapa de restrição da região ITS de A. cajetani com MseI (de acordo com o programa 
Webcutter 2.0). 
 
No presente trabalho, as dimensões dos fragmentos obtidos após restrição com a enzima 
MseI foram de 350, 260 e 50 bp. Ainda que, aparentemente, estes fragmentos não pareçam estar 
de acordo com o esperado, após comparação dos perfis esperado e observado, concluímos que o 
fragmento com a dimensão de 350 bp deverá corresponder ao fragmento esperado de 336 bp. Por 
sua vez, o fragmento com 50 bp deverá ser duplo, correspondendo à co-migração de dois 
fragmentos (52 e 49 bp). A mesma análise indica que a restrição no local correspondendo a 276 bp 
não ocorreu, originado um fragmento único com 260 bp, em vez de dois fragmentos de 224 e 
40 bp. Paralelamente, não foi possível visualizar o fragmento esperado de 23 bp devido à resolução 
do gel de agarose utilizado no presente estudo não o permitir. 
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Desta forma é possível concluir que os 70 bp em falta, após a restrição com a enzima MseI, 
correspondem ao fragmento de 23 bp que não foi detectado em gel e à co-migração dos 
fragmentos de 52 e 49 bp que não se distinguem, parecendo constituir apenas um. 
Com a finalidade de confirmar os resultados anteriormente referidos procedeu-se a uma 
nova amplificação da região ITS, seguida da restrição com AluI e MseI dos dois isolados de 
A. cajetani disponíveis na nossa colecção. Os resultados obtidos foram idênticos aos observados na 
primeira amplificação/restrição. 
Para os isolados da espécie T. tonsurans a restrição da região ITS pela enzima MseI 
originou dois fragmentos cuja soma apresenta uma diferença de 50 bp relativamente à dimensão 
do amplicão obtido. A sequência nucleotídica depositada na base de dados do NCBI, registada com 
o nº AY213690, foi processada no programa Webcutter 2.0 tendo sido demonstrada a existência de 
três locais de clivagem com a enzima MseI, gerando fragmentos de restrição de 23, 28, 259 e 
377 bp. 
No presente trabalho, a restrição com a enzima MseI produziu fragmentos de 380 e 260 bp 
que, por comparação com o perfil esperado, deverão corresponder aos fragmentos de 377 e 
259 bp. Por outro lado, os fragmentos esperados de 23 e 28 bp não foram visualizados no gel de 
agarose utilizado. Uma vez que a soma desses fragmentos corresponde a 51 bp, podemos concluir 
que a diferença observada entre o amplicão obtido (690 bp) e os fragmentos de restrição -50 bp- 
se deveu à reduzida resolução do gel de agarose. 
Uma discrepância de 30 bp foi, igualmente, observada entre a dimensão do amplicão do 
ITS obtido para os isolados da espécie E. floccosum e a soma dos produtos de restrição por MseI. A 
pesquisa na base de dados de sequências nucleotídicas do NCBI e o processamento da sequência 
registada com o nº AJ000629 no programa Webcutter 2.0 revelou que o perfil deveria ser 
constituído por quatro fragmentos de 2, 28, 45, 725 bp. 
A comparação dos resultados obtidos e os esperados após restrição da região ITS dos 
isolados de E. floccosum permite concluir que os fragmentos 720 bp e 50 bp correspondem aos 
fragmentos esperados 725 bp e 45 bp, não tendo sido possível detectar os fragmentos de 2 e 
28 bp devido à resolução do gel de agarose. 
Relativamente à estirpe de A. quadrifidum utilizada neste trabalho, a soma das dimensões 
dos fragmentos obtidos após restrição com a enzima MseI evidenciam uma diferença de 20 bp 
relativamente ao fragmento obtido após amplificação da região ITS. Após processamento da 
sequência registada no NCBI com o nº AJ877214, a endonuclease MseI revelou possuir cinco locais 
de corte (50, 193, 291, 608 e 659 bp) resultando na formação de fragmentos com 50, 143, 98, 
317, 51 e 31 bp. 
No presente trabalho, foram observados fragmentos de 320, 200, 100 e 50 bp. A 
comparação deste perfil com o esperado revela que o fragmento de 320 bp deverá corresponder ao 
fragmento esperado de 317 bp, o de 100 bp ao de 98 bp e o de 50 bp ao de 51 bp. 
Simultaneamente, a análise revela que a restrição no local de corte a 50 bp não ocorreu originando 
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um fragmento de 200 bp em vez de dois com 50 e 143 bp. É ainda de referir que, mais uma vez, 
não foi possível observar o fragmento de 31 bp devido à reduzida resolução do gel de agarose.  
Salienta-se o facto de o fragmento não observado (31 bp) apresentar uma dimensão 
superior à discrepância registada entre o amplicão e os produtos de restrição. Esse facto, deve-se 
às diferenças de 2 bp entre o fragmento de 100 bp e o esperado (98 bp), de 3 bp entre o 
fragmento de 320 bp e o esperado (317 bp) e ainda de 7 pb entre o fragmento 200 bp e os 
esperados (50 e 143 bp). Totalizando essas diferenças conclui-se que a discrepância pode ser 
corrigida para 19 bp correspondendo ao observado. 
Foi ainda observada uma discrepância de 20 bp entre os fragmentos do perfil obtido após 
restrição com MseI e a dimensão do ITS observado para os isolados de A. uncinatum/T. ajelloi. A 
pesquisa na base de dados de sequências nucleotídicas do NCBI revelou que a região ITS, dos 
isolados nela depositados, apresenta uma dimensão diferente da observada no presente estudo. No 
entanto, o processamento de todas as sequências disponíveis originou sempre dois fragmentos de 
237 e 370 bp que deveriam corresponder aos fragmentos 250 bp e 380 bp observados no presente 
estudo. Paralelamente, relativamente aos fragmentos localizados nos extremos da região ITS 
foram estimadas dimensões distintas após processamento das sequências no Webcutter 2.0, o que 
sugere variabilidade intra-específica para esta região nesta espécie. Tal facto poderá explicar os 
resultados observados no presente estudo. 
Em conclusão, a amplificação da região ITS, em conjunto com a sua restrição com as 
enzimas AluI e MseI, permitiu a identificação ao nível de espécie de oito das 14 espécies em 
análise, nomeadamente A. cajetani, A. quadrifidum, E. floccosum, M. gypseum, T. verrucosum, 
T. violaceum, T. tonsurans e A. uncinatum/T. ajelloi.  
Salienta-se ainda a ausência de polimorfismos (de dimensão e restrição) observada entre 
os isolados de T. mentagrophytes sensu lato. Todavia, existem na literatura trabalhos que 
descrevem polimorfismos entre as variedades de T. mentagrophytes, bem como entre as espécies 
teleomórficas desta espécie. Por exemplo, a restrição do mtDNA permitiu a Nishio e colaboradores 
(1992) separar T. mentagrophytes var. erinacei das outras variedades analisadas, nomeadamente 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. mentagrophytes var. interdigitale. Ainda no mesmo 
estudo, as espécies teleomórficas A. benhamiae e A. vanbreuseghemii foram discernidas uma da 
outra. Estudos conduzidos por outros autores (Mochizuki et al., 1996) analisando o mtDNA 
permitiram concluir que T. mentagrophytes var. interdigitale e A. vanbreuseghemii eram muito 
relacionadas, uma vez que nenhum polimorfismo foi detectado. 
Relativamente aos três isolados pleomorfizados incluídos no presente trabalho, os 
amplicões e perfis de restrição produzidos foram idênticos aos obtidos para T. mentagrophytes 
sensu lato, T. rubrum, T. megninii e T. soudanense. Nesta fase, não foi possível identificar esses 
isolados ao nível de espécie, podendo apenas ser classificados como pertencendo a uma destas 
quatro espécies do género Trichophyton.  
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3.1.2. PCR COM ‘PRIMER’ ÚNICO 
No presente trabalho, e tal como descrito no ponto 3.2.2. (análise de ‘PCR-fingerprinting’), 
utilizaram-se ‘primers’ dirigidos a sequências repetidas para tipificação dos isolados de 
dermatófitos em estudo. Tendo em conta a simplicidade, rapidez e reprodutibilidade (98,5%) 
associadas a esta técnica e que, para além da variabilidade intra-específica, os perfis obtidos com 
os ‘primers’ csM13 e (GACA)4 indiciaram a possível existência de padrões espécie-específicos, 
procedeu-se à análise destes perfis em termos do seu potencial identificativo a nível de espécie. 
Após amplificação com o ‘primer’ csM13, foram obtidos fragmentos com massas 
moleculares entre 2420 e 155 bp para os isolados de T. mentagrophytes sensu lato, T. rubrum, 
T. soudanense, T. megninii e T. tonsurans (Fig. 8). T. violaceum apresenta perfis com fragmentos 
de massas moleculares entre 2420 e 400 bp. Em M. canis as massas moleculares dos fragmentos 
obtidos situam-se entre 2180 e 300 bp, em M. audouinii entre 1690 e 315 bp e em M. gypseum 
entre 3175 e 340 bp. Relativamente à espécie E. floccosum obtiveram-se fragmentos entre 2480 e 
190 bp. 
Em relação às espécies A. cajetani, T. ajelloi e sua teleomórfica A. uncinatum, assim como 
para as espécies T. verrucosum e A. quadrifidum, os perfis obtidos mostraram-se maioritariamente 
distintos (Fig. 8), embora as espécies A. cajetani e A. quadrifidum apresentem perfis similares com 
apenas um fragmento diferente. De facto, o amplicão com 1050 bp (assinalado na Fig. 8) apenas 
existe no isolado da espécie A. cajetani tornando-o distinguível do isolado de A. quadrifidum.  
 
 
Figura 8- Exemplo de perfis de csM13 `PCR-fingerprinting´ obtidos com isolados de várias 
espécies de dermatófitos.  
M – 1 kb plus (Gibco BRL), 1- E. floccosum, 2- M. gypseum, 3- M. audouinii, 
4- M. canis, 5- T. mentagrophytes sensu lato, 6- T. tonsurans, 7- T. rubrum, 
8- T. soudanense, 9- T. megninii, 10- T. violaceum, 11- T. verrucosum, 12- T. ajelloi, 
13- A. cajetani, 14- A. quadrifidum.  
 
A partir dos ‘fingerprints’ dos isolados analisados foi possível reconhecer um padrão de 
fragmentos característico para várias das espécies em estudo (Fig. 9). Nesses padrões foram 
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considerados apenas os fragmentos idênticos em todos os isolados da mesma espécie. Por estarem 
representadas apenas por um ou dois isolados, não foi possível determinar qualquer padrão para 
as espécies T. verrucosum, T. ajelloi (A. uncinatum), A. cajetani e A. quadrifidum. Para 
T. mentagrophytes sensu lato os fragmentos que formam o padrão para identificação são os 
amplicões com 975, 700, 570, 490 e 395 bp. T. tonsurans apresenta perfis de amplificação 
similares aos de T. mentagrophytes sensu lato, tendo no seu padrão os três fragmentos de menor 
dimensão dessa última espécie (570, 490 e 395 bp), mas a presença de amplicões com massas 
moleculares de 1235 e 800 bp permite a sua distinção. Para a espécie E. floccosum, os fragmentos 
de 1800, 795, 620, 425 e 330 bp constituem o seu padrão específico de identificação. Para 
M. canis e M. audouinii os fragmentos de 1150, 630 e 490 bp para a primeira e de 1400, 785 e 
520 bp para a segunda, permitem a identificação ao nível de espécie. O padrão constituído pelos 
fragmentos 690, 490 e 400 bp são identificativos dos isolados de T. violaceum. Por sua vez, os 
amplicões de dimensões 2630, 1595, 1435, 640 e 520 bp permitem identificar ao nível de espécie 
os isolados de M. gypseum.  
A análise dos perfis obtidos para a espécie T. rubrum revelou que o padrão de identificação 
deveria ser constituído pelos fragmentos assinalados na Fig. 8. No entanto, a presença desses 
fragmentos nas espécies T. soudanense e T. megninii impossibilita a sua utilização.  
 
 
 
 
Figura 9- Padrões de identificação com o ‘primer’ csM13. 
M - 1 kb plus (Gibco BRL), 1- E. floccosum, 2- M. gypseum, 3- M. audouinii,   
4- M. canis,  5- T. mentagrophytes sensu lato,  6- T. tonsurans,  7- T. violaceum. 
 
 
Em conclusão, a utilização do ‘primer’ csM13 possibilitou a identificação ao nível de espécie 
dos isolados de E. floccosum, M. gypseum, M. audouinii, M. canis, T. mentagrophytes sensu lato, 
T. tonsurans e T. violaceum por apresentarem padrões característicos (Fig. 9). Por sua vez, 
embora não se pudesse definir um padrão característico para as espécies A. cajetani, T. ajelloi 
(A. uncinatum), T. verrucosum e A. quadrifidum, os perfis únicos que cada uma dessas espécies 
apresentou permitiram a sua distinção. Os isolados das espécies T. megninii, T. rubrum e 
T. soudanense apresentam padrões idênticos entre si e, consequentemente, não podem ser 
distinguidos utilizando este ‘primer’. 
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Dos três isolados pleomorfizados apenas foi possível identificar um. De facto, dois 
apresentaram padrões similares aos obtidos para os isolados de T. rubrum, T. soudanense e 
T. megninii, não se podendo definir a qual dessas espécies pertencem. O terceiro isolado 
evidenciou, claramente, possuir o padrão característico de T. mentagrophytes sensu lato e, 
consequentemente, passou a ser considerado como tal. 
As Figuras 10 e 11 representam os perfis obtidos com o ‘primer’ (GACA)4, assim como os 
padrões considerados espécie-específicos. Para T. mentagrophytes sensu lato foram obtidos 
fragmentos com massas moleculares entre 1745 e 145 bp, correspondendo o padrão específico 
desta espécie aos de 850, 635, 550 e 310 bp. T. tonsurans apresenta perfis com fragmentos de 
massas moleculares entre 3055 e 145 bp e os de 550, 420 e 335 bp estabelecem o padrão desta 
espécie. Entre 3865 e 300 bp encontram-se os fragmentos obtidos após amplificação nos isolados 
de M. canis, sendo o número de amplicões que constituem o padrão para a identificação desta 
espécie de três, com dimensões de 850, 790 e 570 bp. Os perfis obtidos após amplificação de 
M. audouinii são constituídos por fragmentos de 1955 a 570 bp e o padrão de identificação desta 
espécie é determinado pelos fragmentos de 1265, 815 e 570 bp. 
 
 
 
Figura 10- Exemplo de perfis de ‘PCR-fingerprinting’ com o ‘primer’ (GACA)4 obtidos com 
isolados de várias espécies de dermatófitos. 
M – 1 kb plus (Gibco BRL), 1- E. floccosum, 2- M. gypseum, 3- M. audouinii, 
4-M. canis, 5- T. mentagrophytes sensu lato, 6- T. tonsurans, 7- T. rubrum, 
8- T. soudanense,  9- T. megninii,  10- T. violaceum, 11- T. verrucosum, 
12- T. ajelloi, 13- A. cajetani, 14- A. quadrifidum.  
 
Por sua vez, a espécie M. gypseum apresenta perfis constituídos por fragmentos com 
massas moleculares entre 3162 e 284 bp dos quais os de 590, 415 e 285 bp a distinguem. 
Relativamente à espécie E. floccosum, obtiveram-se fragmentos com massas entre 2510 e 285 bp. 
O padrão específico desta espécie é determinado pelos amplicões com 740, 680, 550 e 285 bp.  
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Figura 11- Padrões de identificação com o ‘primer’ (GACA)4. 
M - 1 kb plus (Gibco BRL), 1- E. floccosum, 2- M. gypseum, 3- M. audouinii,  
4-  M. canis,  5- T. mentagrophytes sensu lato,  6- T. tonsurans. 
 
T. rubrum, T. soudanense, T. megninii e T. violaceum apresentam perfis bastante 
semelhantes, com fragmentos de massas moleculares entre 2360 e 535 bp. Apesar de não 
permitirem seleccionar um padrão característico para nenhuma das espécies, os perfis obtidos para 
os isolados de T. rubrum e T. violaceum diferem das espécies T. megninii e T. soudanense. 
Relativamente às espécies T. rubrum e T. violaceum, a análise dos perfis obtidos com o ‘primer’ 
(GACA)4 revelou diferenças mínimas entre as duas, pelo que estas espécies não podem ser 
distinguidas entre si com a utilização deste ‘primer’. Por sua vez, T. soudanense e T. megninii 
apresentam perfis similares em que um fragmento com 1090 bp (assinalado na Fig. 10) tem menor 
intensidade nos isolados da espécie T. soudanense em relação a T. megninii. Contudo, devido ao 
número reduzido de isolados analisados para estas duas espécies, essa pequena diferença não foi 
considerada. 
Tal como se verificou com o ‘primer’ csM13, também com (GACA)4 os perfis das espécies 
A. cajetani, T. ajelloi, A. uncinatum, T. verrucosum e A. quadrifidum revelaram-se distintos 
(Fig. 10). No caso de A. cajetani e A. quadrifidum, este ‘primer’ também gerou perfis similares, 
com três fragmentos de diferença (amplicões de 2690 e 1750 bp em A. quadrifidum e o de 700 bp 
em A. cajetani, assinalados na Fig. 10) que contribuíram para a distinção dos isolados destas 
espécies.  
 
A comparação dos perfis obtidos com o ‘primer’ (GACA)4 para os dois isolados não 
identificados por nenhum dos métodos referidos anteriormente permitiu reconhecer um perfil 
similar aos obtidos para as espécies T. rubrum e T. violaceum. Uma vez que T. violaceum 
apresenta um padrão característico com o ‘primer’ csM13 que a distinguia de T. rubrum e que os 
perfis dos isolados não identificados não coincidiam com esse padrão, concluiu-se que esses 
isolados pertencem à espécie T. rubrum. Para corroborar esta conclusão é ainda de salientar que 
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esses isolados pleomorfizados apresentam, com a metodologia ITS-ARDRA, resultados idênticos 
aos obtidos para os isolados da espécie T. rubrum, que são distintos dos da espécie T. violaceum. 
Em conclusão, a aplicação do ‘primer’ (GACA)4 permitiu identificar padrões espécie-
específicos para os isolados de E. floccosum, M. gypseum, M. audouinii, M. canis, 
T. mentagrophytes sensu lato e T. tonsurans. Esta metodologia permitiu, igualmente, distinguir os 
isolados de A. cajetani, T. ajelloi (A. uncinatum), T. verrucosum e A. quadrifidum, embora o seu 
reduzido número não tivesse permitido a determinação de padrões espécie-específicos. 
Relativamente às espécies T. megninii, T. rubrum, T. soudanense e T. violaceum também não foi 
possível determinar qualquer padrão. 
A compilação dos resultados obtidos após utilização dos ‘primers’ csM13 e (GACA)4 permitiu 
discriminar 12 das 14 (86%) espécies incluídas neste estudo, assim como a identificação ao nível 
de espécie de três isolados pleomorfizados.  
É de salientar que após utilização de um terceiro ‘primer’ [(GTG)5; subcapítulo 3.2], 
compilação dos resultados de ‘PCR-fingerprinting’ e construção de dendrogramas, os isolados 
incluídos neste estudo e identificados apenas pelos métodos moleculares como T. rubrum ou 
T. mentagrophytes apresentam uma semelhança superior a 98% (limite de reprodutibilidade da 
metodologia) com isolados da espécie correspondente. Estes resultados comprovam que a 
utilização de padrões para a identificação conduz a uma identificação fiável e no caso de T. rubrum, 
embora não tivesse sido possível determinar um padrão característico, a comparação dos perfis 
obtidos permite uma identificação fidedigna. 
 
3.1.3. Análise conjunta  
Relativamente a M. canis e M. audouinii os resultados obtidos no presente estudo sugerem 
uma elevada semelhança de região ITS. Resultados similares foram obtidos por Gräser e 
colaboradores (1999c) que, após sequenciação da região ITS, observaram apenas 2,2% de 
variação. Outros autores (Makimura et al., 1999) analisaram as sequências da região ITS1 
verificando uma grande homologia entre as duas espécies e, recentemente, Li e colaboradores 
(2007) obtiveram o valor de 99% de homologia.  
A amplificação e posterior restrição da região ITS com duas enzimas (DdeI e BsYiI), 
também não permitiram a Shin e colaboradores (2003) distinguir entre M. canis e M. audouinii. 
De forma similar, Makimura e colaboradores (2001) após análise da região ITS1 verificaram que as 
duas espécies eram muito relacionadas, concluindo que as mesmas constituíam fenoespécies de 
uma única genoespécie.  
Jackson e colaboradores (1999) após amplificação da região ITS observaram fragmentos 
distintos para M. audouinii e M. canis, com dimensões de ~590 e ~740 bp, respectivamente. 
Os resultados obtidos permitiram aos autores a distinção entre as duas espécies, mesmo sem 
recurso à restrição; todavia apenas foram analisados cinco isolados de M. canis e um único de 
M. audouinii. No presente trabalho, a dimensão do amplicão correspondente ao ITS dos 25 isolados 
de M. canis está de acordo com o observado pelos autores acima referidos. Quanto à espécie 
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M. audouinii, a dimensão da região ITS obtida por Jackson e colaboradores parece ser muito 
inferior à observada no nosso estudo, em que o número de isolados analisados foi de 23 e não se 
detectou qualquer polimorfismo de dimensão ou de restrição entre si. A discrepância entre os 
resultados obtidos no presente trabalho e os de Jackson et al. (1999) deverá relacionar-se com a 
única estirpe de M. audouinii utilizada e não incluída no presente trabalho. 
Embora as espécies zoofílica e antropofílica M. canis e M. audouinii apresentem amplicões 
da região ITS e produtos de restrição idênticos, diferem no seu aspecto macro e microscópico. 
M. canis apresenta colónias de crescimento rápido, brancas com cor amarelada no verso, com 
poucos microconídios e numerosos macroconídios fusiformes de paredes espessas e rugosas. 
Por sua vez, M. audouinii apresenta colónias de crescimento moderado, brancas a cor salmão-
rosada revelando poucos conídios. No quadro clínico, M. audouinii provoca infecções menos 
inflamatórias e mais crónicas do que M. canis (Gräser et al., 1999c). Genomicamente, a distinção 
entre as duas espécies foi possível após utilização dos ‘primers’ csM13 e (GACA)4 com base em 
padrões espécie-específicos.  
Contrariamente à reduzida capacidade da região ITS na discriminação das espécies 
M. canis e M. audouinii, a amplificação/restrição do ITS das espécies A. cajetani e M. gypseum 
permitiu a sua distinção. Resultados similares foram obtidos por Makimura e colaboradores (1999) 
após análise das sequências do ITS1 nas espécies M. cookei (anamórfica de A. cajetani) e 
M. gypseum, tendo-se chegado, ainda, à conclusão que as duas são pouco relacionadas com 
M. canis e M. audouinii. A utilização dos ‘primers’ csM13 e (GACA)4 confirmou os resultados obtidos 
por análise da região ITS em A. cajetani e M. gypseum. 
Relativamente às espécies T. rubrum, T. megninii, T. soudanense e T. violaceum, após 
análise do ITS, apenas foi possível distinguir a última por não possuir local de reconhecimento para 
a enzima AluI.  
Por outro lado, os perfis obtidos após amplificação com o ‘primer’ csM13 foram muito 
similares nas quatro espécies. Apenas T. violaceum se distinguiu por apresentar um perfil 
ligeiramente diferente, podendo ainda ser definido um padrão característico para esta espécie. 
A utilização do ‘primer’ (GACA)4 permitiu distinguir T. rubrum de T. megninii e de T. soudanense. 
Paralelamente, as diferenças observadas entre T. violaceum e T. rubrum, por um lado, e 
T. soudanense e T. megninii, por outro, não foram consideradas suficientes para se definir um 
padrão espécie-específico para essas espécies. 
A ausência de polimorfismos de dimensão e de restrição no ITS das espécies T. megninii, 
T. soudanense e T. rubrum, observada no presente estudo, poderá dever-se ao facto de as três 
espécies possuírem sequências muito similares, variando apenas num número reduzido de pares 
de bases. Hsiao e colaboradores (2005) descreveram uma semelhança de, respectivamente, 100 e 
97% nas regiões ITS1 e ITS2 de T. rubrum e T. soudanense. Analisando as sequências da região 
ITS, outros autores obtiveram resultados similares sendo mínimas as diferenças observadas, 3 bp 
entre T. megninii e T. soudanense, 4 bp entre T. soudanense e T. rubrum e 7 bp entre T. megninii 
e T. rubrum (Summerbell et al., 1999).  
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Resultados relativos à análise das sequências do ITS das espécies T. megninii e T. rubrum 
conduziram Gräser e colaboradores (1999c) à conclusão que as duas são muito relacionadas, 
devendo por isso ser consideradas conspecíficas. Por sua vez, Jackson e sua equipa (1999) não 
detectaram qualquer polimorfismo nessa região (dimensão ou restrição) entre T. rubrum e 
T. soudanense.  
A análise da região ITS1 de T. rubrum e T. violaceum por Makimura e colaboradores (1999) 
levou os autores a concluir que estas duas espécies são muito relacionadas e que teriam sido 
sobreclassificadas. De facto, T. violaceum apresenta 98% de semelhança na sequência da região 
ITS1 e 95% na região ITS2 com T. rubrum (Hsiao et al., 2005).  
Gräser e colaboradores (2000c) analisaram as espécies T. megninii, T. soudanense, 
T. rubrum e T. violaceum recorrendo à sequenciação da região ITS, a ‘PCR-fingerprinting’ utilizando 
dois ‘primers’ distintos e à técnica de AFLPs. Os resultados obtidos permitiram concluir que as 
espécies T. soudanense e T. violaceum eram sinónimas e que T. megninii poderá representar 
apenas um mutante metabólico de T. rubrum, uma vez que estas últimas apresentam uma elevada 
semelhança molecular.  
Macro e microscopicamente T. rubrum e T. megninii são muito similares, visto que as duas 
espécies podem apresentar colónias aveludadas com reverso avermelhado, macroconídios raros 
em forma de lápis e microconídios piriformes abundantes. No entanto, é possível distinguir 
fisiologicamente estas espécies uma vez que T. megninii necessita de L-histidina para o seu 
crescimento e, relativamente à produção da urease, pode não produzir essa proteína em meio 
“Christensen Urea Broth” mas a mesma enzima será produzida em meio “Urea Indol Broth”. Por 
sua vez, T. rubrum não necessita de L-histidina e é urease negativa, apesar de algumas estirpes 
(consideradas T. raubitschekii por alguns autores) poderem apresentar tal actividade (Tietz et al., 
2002). Como a necessidade de L-histidina para o crescimento de T. megninii parece ser a única 
diferença entre esta espécie e T. rubrum, Gräser e co-autores (2000c) concluíram que T. megninii 
constitui apenas um mutante metabólico de T. rubrum, não se tratando de uma espécie diferente.  
No estudo realizado por Liu e colaboradores (2002), que se baseou na metodologia de 
amplificação por PCR com utilização de um ‘primer’ aleatório, foi possível identificar um fragmento 
de 1200 bp exclusivo nos perfis da espécie T. rubrum. Após sequenciação desse fragmento, foram 
desenvolvidos ‘primers’ específicos para a identificação dessa espécie e a sua utilização 
demonstrou que, nos 92 isolados dos três géneros analisados, essa região (TR1) foi amplificada 
apenas em T. rubrum, T. soudanense e T. gourvilii. Os mesmos autores incluíram a espécie 
T. violaceum, para a qual nenhum amplicão foi obtido. Esses resultados estão em contradição com 
a redução a sinónimo das espécies T. rubrum e T. violaceum (Makimura et al., 1999) e 
T. soudanense e T. violaceum (Gräser et al., 2000c). De facto, considerando os dados de Makimura 
e colaboradores, essa região deveria ser amplificada em T. violaceum. Por outro lado, de acordo 
com Gräser e sua equipa obter-se-ia amplificação da região TR1 em T. violaceum já que a mesma 
foi amplificada em T. soudanense. 
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Ohst e colaboradores (2004) descreveram um marcador contendo a sequência (GT)8-10 
designado T1 e utilizado para a amplificação específica de T. violaceum e T. rubrum. Por ter 
produzido resultados idênticos, a utilização desse marcador confirmou a redução a sinónimo de 
T. megninii e T. rubrum. No entanto, os isolados da espécie T. soudanense apresentaram o mesmo 
perfil que as duas primeiras (T. megninii e T. rubrum), enquanto T. violaceum evidenciou um perfil 
característico. Esses resultados corroboram a descrição de T. rubrum, T. megninii e T. soudanense 
como espécies muito relacionadas (Gräser et al., 1999c; Summerbell et al., 1999). 
Simultaneamente, esses resultados estão em contradição com a redução a sinónimo de 
T. soudanense e T. violaceum proposta por Gräser e sua equipa (2000c). 
Os resultados de Leclerc e colaboradores (1994), após análise das sequências do rRNA 25S, 
revelaram que as espécies T. rubrum e T. soudanense são muito relacionadas tendo sido 
observado apenas 1 bp de diferença entre elas.  
No presente trabalho, os resultados obtidos após análise da região ITS e amplificação com 
o ‘primer’ csM13 não permitiram distinguir entre T. rubrum, T. megninii e T. soudanense. 
Por amplificação com o ‘primer’ (GACA)4, observou-se uma diferença entre as duas últimas 
espécies e T. rubrum. Por sua vez, a espécie T. violaceum foi distinguida das outras após restrição 
da região ITS por AluI e pela utilização do ‘primer’ csM13. Estes resultados confirmam os obtidos 
por Liu e colaboradores (2002), bem como os da equipa de Ohst (2004), uma vez que 
T. soudanense parece mais relacionada com T. megninii e T. rubrum do que com T. violaceum. Os 
resultados do presente trabalho estão em contradição com a “sinonimização” de T. violaceum e 
T. soudanense sugerida por Gräser e colaboradores (2000c). No entanto, essa “sinonimização” 
deveu-se à análise inadequada das sequências obtidas, como afirmado recentemente por outros 
membros da equipa de Gräser (Ohst et al., 2004). 
Em conclusão, considerando os resultados da amplificação da região ITS e sua restrição 
com as enzimas AluI e MseI e os perfis obtidos com os ‘primers’ csM13 e (GACA)4 para T. rubrum, 
T. megninii e T. soudanense verifica-se que as quatro espécies são muito relacionadas, sendo 
ainda possível identificar ao nível de espécie duas delas (T. rubrum e T. violaceum). 
 No que diz respeito a T. mentagrophytes sensu lato, a amplificação/restrição da região ITS 
não permitiu distingui-la de T. rubrum e espécies relacionadas. Esses resultados podem dever-se a 
uma selecção inadequada da enzima, uma vez que Jackson e colaboradores (1999) analisaram o 
ITS dessas espécies e, tendo obtido amplicões de dimensão idêntica, a restrição com MvaI  
permitiu a distinção das duas espécies por apresentarem perfis diferentes (embora produzisse 
perfis com um elevado número de fragmentos podendo dificultar a interpretação dos resultados, 
sobretudo quando surgem fragmentos de digestão parcial). 
Outros autores (Mochizuki et al., 2003a) utilizaram a mesma metodologia, restrição da 
região ITS com a enzima MvaI, e os resultados obtidos confirmam os de Jackson e colaboradores 
(1999), pois foi possível distinguir T. rubrum, T. violaceum, T. mentagrophytes e E. floccosum. 
Todavia, e tal como se verificava no estudo anterior, os perfis obtidos apresentam numerosos 
fragmentos podendo dificultar a interpretação dos resultados. 
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Relativamente à região ITS, os resultados evidenciam que espécies fenotipica e 
ecologicamente separadas (e.g. T. mentagrophytes e T. rubrum) podem possuir apenas pequenas 
diferenças na sua sequência. Resultados similares foram obtidos por Summerbell e colaboradores 
(1999) no seu estudo sobre isolados das espécies relacionadas com T. rubrum. De facto, as 
diferenças fenotípicas e ecológicas observadas entre T. rubrum e T. mentagrophytes sensu lato 
puderam ser comprovadas após a utilização dos ‘primers’ csM13 e (GACA)4 uma vez que foram 
originados padrões específicos para T. mentagrophytes sensu lato. 
T. mentagrophytes foi, ainda, distinguida de T. tonsurans por apresentarem perfis de 
restrição distintos com MseI. Essas espécies também evidenciaram perfis de amplificação muito 
similares com os ‘primers’ csM13 e (GACA)4. No entanto, as diferenças observadas permitiram 
definir um padrão característico para cada espécie. Estes resultados confirmam os descritos por 
Gräser e colaboradores (1999), em que as duas espécies são consideradas como muito 
relacionadas. Outros estudos evidenciaram igualmente essa relação. Assim, Kim e colaboradores 
(1999) utilizaram a metodologia RAPD com três ‘primers’ (testados individualmente em reacções 
de PCR) tendo observado resultados similares entre os isolados de T. mentagrophytes e 
T. tonsurans. Esses resultados conduziram os autores à conclusão de que as duas espécies eram 
mais relacionadas entre si do que com os restantes dermatófitos sendo, ainda, suficientemente 
diferentes para serem consideradas como espécies independentes. Os nossos resultados estão de 
acordo com os de Kim e colaboradores (1999) uma vez que, embora T. mentagrophytes sensu lato 
e T. tonsurans apresentem resultados similares, são suficientemente diferentes para serem 
consideradas espécies distintas. 
A aplicação da metodologia PCR-RFLP da região ITS por Mochizuki e sua equipa (2003a) 
revelou resultados iguais entre T. mentagrophytes e T. tonsurans quando testada a enzima HinfI, 
mas MvaI permitiu distinguir as duas espécies. No presente estudo, resultados semelhantes foram 
obtidos quando a mesma região (ITS) foi analisada. De facto, com a enzima AluI não foi possível 
distinguir as duas espécies, enquanto que a endonuclease MseI produziu perfis diferentes.  
Relativamente às variedades da espécie T. mentagrophytes, bem como as suas espécies 
teleomórficas, nenhum polimorfismo foi detectado após análise da região ITS do rDNA. A utilização 
de um ‘primer’ único em reacções de PCR, embora produzisse perfis ligeiramente diferentes, não 
permitiu a definição de um padrão característico para as variedades e espécies teleomórficas 
analisadas. De facto, todos os isolados do complexo T. mentagrophytes produziram o mesmo 
padrão característico. 
Utilizando o ‘primer’ (GACA)4, Faggi e colaboradores (2001) reconheceram três tipos de 
padrões para os isolados do complexo T. mentagrophytes. O primeiro tipo era apresentado por 
todos os isolados de T. mentagrophytes var. interdigitale e T. mentagrophytes var. granulosum, 
enquanto o segundo tipo ocorria em isolados de T. mentagrophytes var. asteroides e 
T. mentagrophytes var. radians. T. mentagrophytes var. lacticolor e isolados de T. mentagrophytes 
de variedade indeterminada constituíam o terceiro tipo. 
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Atendendo ao facto de que, em termos fenotípicos, as colónias de 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes possuem textura granular enquanto as colónias de 
T. mentagrophytes var. interdigitale são aveludadas (Padhye et al., 1999), as variedades de 
T. mentagrophytes, às quais poderão pertencer os isolados analisados no presente estudo, são 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. mentagrophytes var. interdigitale pois as amostras 
recebidas apresentavam colónias diferentes, em que algumas possuíam uma textura granular, 
enquanto outras pareciam mais aveludadas.  
Atendendo a que T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. mentagrophytes var. 
granulosum são duas espécies sinónimas (Spiewak et al., 2000), a comparação dos resultados 
obtidos na presente investigação com os obtidos por Faggi e sua equipa (2001) revelou resultados 
similares (perfis semelhantes) para as duas variedades comuns aos dois estudos, designadamente 
T. mentagrophytes var. interdigitale e T. mentagrophytes var. garnulosum.  
Paralelamente, a utilização de métodos moleculares por outros autores não permitiu 
detectar qualquer variabilidade entre isolados de T. mentagrophytes var. interdigitale e 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes. Assim, a análise de mtDNA por Nishio e sua equipa 
(1992) não revelou nenhuma heterogeneidade entre as duas variedades. Os resultados obtidos por 
Liu e colaboradores (1996) e Kac e sua equipa (1999) revelaram que essas duas variedades 
produziam perfis iguais com a metodologia RAPD.  
Por outro lado, Nishio e sua equipa (1992) não detectaram qualquer polimorfismo entre os 
isolados de A. vanbreuseghemii, T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. mentagrophytes var. 
interdigitale. Resultados similares foram observados por Mochizuki e colaboradores (1996) ao 
analisar o mtDNA de A. vanbreuseghemii, T.  mentagrophytes var. interdigitale, tendo concluído 
que essa última espécie deriva de A. vanbreuseghemii.  
Todos estes resultados estão de acordo com o que foi observado no presente trabalho com 
qualquer das metodologias aplicadas. 
É importante salientar que a estirpe de referência A. benhamiae (CECT 2795) produziu 
apenas um fragmento após amplificação com o ‘primer’ (GACA)4, enquanto A. benhamiae 
(CECT 2895) apresenta dois. A presença de inibidores da polimerase nas amostras poderá ser 
responsável por este tipo de perfis, mas uma vez que a partir de nova amostra de DNA resultados 
similares foram obtidos e que, além disso, os perfis produzidos por aplicação do ‘primer’ csM13 a 
partir das duas amostras de DNA, já referidas, eram constituídos por diversos fragmentos, os perfis 
foram considerados característicos dos isolados em questão. 
A análise da região ITS de A. quadrifidum, A. uncinatum/T. ajelloi, T. verrucosum e 
E. floccosum permitiu distinguir estas espécies entre si e das outras incluídas neste estudo. 
Resultados similares foram obtidos pela metodologia ‘PCR-fingerprinting’ utilizando os ‘primers’ 
csM13 e (GACA)4.  
Com base nos resultados obtidos após amplificação e restrição da região ITS e 
amplificações com um ‘primer’ único [csM13 e (GAGA)4] apenas não foi possível distinguir entre 
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T. megninii e T. soudanense. As questões que se colocam são: T. megninii e T. soudanense 
constituem uma única espécie? Ou, as metodologias utilizadas não possuem resolução suficiente 
para distinguir estas espécies? 
A espécie T. soudanense, endémica da África sub-sahariana, é responsável por tinea capitis 
(endotrix) em crianças e tinea corporis em adultos. A espécie produz um número reduzido de 
conídios em cultura, possui hifas em zig-zag e normalmente, mas nem sempre, requer factores de 
crescimento externos (Summerbell, 1999; Freitas, 2000). Por sua vez, os isolados da espécie 
T. megninii estão geograficamente restritos a Portugal, Córsega, Sardenha e algumas partes de 
África. As colónias apresentam uma cor característica (cor-de-rosa) e são urease positivas, 
necessitando ainda de L-histidina para o seu crescimento (Padhye et al., 1999). Além disso, 
T. megninii provoca tinea capitis do tipo ectotrix (Freitas, 2000; Gräser et al., 2000c). 
É comum acreditar-se que os genes responsáveis pelos processos metabólicos básicos 
(‘housekeeping’) não serão afectados pela adaptação dos isolados a um novo habitat, não 
intervindo por isso nas mudanças fenotípicas observadas. Paralelamente, regiões não codificantes 
parecem não ser responsáveis pelas alterações fenotípicas e isolados que sofreram uma mudança 
de habitat não mostrarão necessariamente diferenças nessas regiões. As áreas do genoma que 
apresentam diferenças significativas serão aquelas que codificam para proteínas que conferem ao 
isolado a capacidade de sobreviver no seu novo habitat e, possivelmente, as que codificam para 
características fenotípicas que passarão a distinguir a nova espécie (Woodgyer, 2004).  
Gupta e colaboradores (2002), relativamente à reduzida resolução das técnicas utilizadas 
no seu estudo, concluíram que a raiz do problema se encontra na recente evolução dos 
dermatófitos, em que os genes ‘housekeeping’ e as regiões não codificantes parecem ter 
acumulado poucas mutações. Os genes, ainda não caracterizados, responsáveis pela morfologia, 
fisiologia, ecologia e epidemiologia das espécies de dermatófitos, possivelmente, tornam-se 
rapidamente diferentes devido à selecção ocorrida após a mudança geográfica ou de hospedeiro. 
Os autores concluem que a investigação baseada em loci mais ou menos neutros permite a 
discriminação de algumas espécies relacionadas, mas apresentará resultados similares e 
monótonos que estão em contradição com as diferenças fenotípicas e de habitat observadas. 
Os mesmos autores salientam que a identificação destes loci seria equivalente à procura de “uma 
agulha num palheiro”. 
Em conclusão, e embora os resultados moleculares do presente trabalho indiquem que 
T. soudanense e T. megninii são idênticas, sugere-se que regiões diferentes sejam analisadas, 
numa abordagem polifásica, antes de se tomar uma decisão definitiva acerca dessas espécies. 
A compilação dos dados obtidos após amplificação e restrição da região ITS do rDNA e após 
utilização dos ‘primers’ csM13 e (GACA)4 permitiu construir os dendrogramas apresentados nas 
Figuras 12 e 13. Optou-se pela análise de dois dendrogramas independentes, o primeiro incluindo 
os isolados do género Microsporum e o segundo com os isolados de Trichophyton, por essa 
separação apresentar maior resolução do que um dendrograma global com as espécies dos dois 
géneros tal como anteriormente observado por Gräser e colaboradores (1999c).  
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A partir do dendrograma obtido para os isolados do género Microsporum (Fig. 12) foi 
possível definir o valor máximo (‘cutoff’) que permite a formação dos três grupos apresentados. 
O valor obtido foi de ca. 72% de semelhança. Este nível permite identificar três ‘clusters’, o 
primeiro inclui os isolados das espécies relacionadas M. canis e M. audouinii (Gräser et al., 2000b), 
o segundo é composto pelos dois representantes da espécie A. cajetani e o terceiro é constituído 
pelos isolados da espécie M. gypseum e do seu teleomorfo A. gypseum. Considerando o nível de 
corte de 78%, as espécies M. canis e M. audouinii, descritas como relacionadas (Gräser et al., 
2000b), podem ser distinguidas. 
No mesmo dendrograma é possível observar que as duas espécies geofílicas (A. cajetani e 
M. gypseum) agrupam a um nível de semelhança muito baixo com as espécies M. canis e 
M. audouinii, respectivamente zoofílica e antropofílica. Este dendrograma parece estar de acordo 
com a filogenia das espécies utilizadas neste estudo. De facto, a árvore filogenética baseada nas 
sequências da região ITS1 de várias espécies de dermatófitos, apresentada no trabalho de 
Makimura e colaboradores (1999), revela uma elevada semelhança entre M. canis e M. audouinii. 
Simultaneamente, essas últimas parecem pouco relacionadas com as duas espécies geofílicas 
investigadas no presente trabalho (i.e. M. gypseum e A. cajetani teleomórfica de M. cookei). 
O mesmo se verificando na árvore filogenética construída com base nas sequências da região ITS 
do rDNA (Gräser et al., 1999c). O dendrograma apresentado na Fig. 12 reflecte ainda a não 
proximidade das duas espécies geofílicas, tal como se verifica na árvore filogenética construída por 
Makimura e sua equipa (1999). 
Por outro lado, a análise das sequências do gene da quitina sintase (CHS1) permitiu a Kano 
e sua equipa (1999) e a Hirai e colaboradores (2003) construir árvores filogenéticas em que 
M. gypseum parece ser pouco relacionada com M. canis. 
Outra investigação baseada na análise de perfis obtidos após amplificação do DNA de 
M. canis e M. audouinii, com vários ‘primers’, concluiu que as duas espécies são muito 
relacionadas, uma vez que os ‘fingerprints’ produzidos eram muito similares (Gräser et al., 1998). 
No estudo da taxonomia do complexo M. canis (formado por três subgrupos: M. canis, 
M. audouinii e M. ferrugineum), realizado por Gräser e colaboradores (2000b), as espécies M. canis 
e M. audouinii parecem relacionadas com a mesma espécie teleomórfica, designadamente A. otae, 
tanto na filogenia baseada nas sequências das regiões ITS como com base nos perfis de 
‘PCR-fingerprinting’ e nos resultados da técnica de AFLPs.  
Leclerc e colaboradores (1994), após análise das sequências do rRNA 25S, verificaram que 
M. canis e M. audouinii possuem apenas 2 bp de diferença e agrupam sempre juntas, 
independentemente do método utilizado para gerar a árvore filogenética. 
Em conclusão, o dendrograma construído neste estudo (Fig. 12) parece reflectir as relações 
filogenéticas entre os membros do género Microsporum relatadas pelos autores atrás referidos. 
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Figura 12- Dendrograma simplificado representando as espécies do género Microsporum, construído a 
partir dos dados de amplificação e restrição (AluI e MseI) da região ITS do rDNA e de 
amplificação com os ‘primers’ csM13 e (GACA)4, utilizando o coeficiente de correlação de 
Pearson e o método de aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA). 
 
Relativamente ao dendrograma construído com os isolados de Trichophyton (Fig. 13) o 
valor de ‘cutoff’ definido resultou na identificação de seis ‘clusters’. Assim, ao nível de 66% de 
semelhança: o primeiro grupo corresponde a isolados da espécie T. violaceum; o segundo é 
formado pelo único isolado de T. verrucosum incluído na colecção; o terceiro grupo é constituído 
pelos isolados das espécies T. rubrum, T. soudanense, T. megninii e T. mentagrophytes sensu lato; 
enquanto o quarto ‘cluster’ agrupa os isolados de T. tonsurans; e A. quadrifidum e 
T.ajelloi/A. uncinatum formam o quinto e sexto grupo, respectivamente.  
As espécies geofílicas T. ajelloi (A. uncinatum) e A. quadrifidum agrupam com as restantes 
do género Trichophyton a um nível de semelhança bastante reduzido (17% e 29%, 
respectivamente). Estes resultados confirmam os previamente obtidos por outros autores que, 
após análise das sequências do ITS de várias espécies de dermatófitos, concluiram que o género 
Trichophyton está subdividido em dois grupos, sendo o primeiro constituído por isolados 
antropofílicos e zoofílicos e o segundo por isolados geofílicos (Gräser et al., 1999c). 
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Resultados semelhantes foram, ainda, observados por outros investigadores como Leclerc e 
sua equipa (1994), após análise das sequências de parte da região 25S do rRNA (incluindo os 
domínios variáveis D1 e D2). Os autores concluíram que as espécies T. ajelloi (A. uncinatum) e 
T. terrestre (A. quadrifidum) estão separadas das restantes espécies (antropofílicas e zoofílicas) a 
que chamaram verdadeiros dermatófitos. 
Por outro lado, Kawasaki et al. (1992) analisaram os perfis obtidos após restrição do 
mtDNA de 10 espécies de dermatófitos com as enzimas HaeIII, HhaI, MspI, BglII, EcoRI, EcoRV, 
HindIII e XbaI. Os resultados indicam que A. quadrifidum e A. insingulare (teleomorfos de 
T. terrestre) agrupam a uma grande distância dos restantes dermatófitos incluídos. 
Tal como observado no presente estudo, resultados em que A. quadrifidum e 
T. ajelloi/A. uncinatum parecem pouco relacionados com o grupo constituído por 
T. mentagrophytes, T. rubrum e T. violaceum foram obtidos após análise do gene CHS1 
(Hirai et al., 2003). 
As restantes espécies de Trichophyton analisadas neste estudo possuem pelo menos 60% 
de semelhança entre si. A 62% identifica-se um ‘cluster’ com isolados de T. violaceum e com o 
único representante da espécie T. verrucosum. Estas duas espécies foram anteriormente descritas 
como relacionadas com base na análise de mtDNA (Nishio et al., 1992); todavia outros estudos 
demonstraram que T. verrucosum está mais relacionada com o complexo 
T. mentagrophytes/T. tonsurans (Gräser et al., 1999a). Um terceiro estudo (Gräser et al., 2000a) 
revelou que T. verrucosum está relacionada com T. mentagrophytes e que as duas o estão com o 
complexo T. rubrum/T. violaceum. O dendrograma apresentado na Fig. 13 reflecte o 
relacionamento entre T. verrucosum e T. violaceum como observado por Nishio e colaboradores 
(1992), bem como o relacionamento destas últimas com os isolados das espécies dos ‘clusters’ 
III+IV. 
Os ‘clusters’ III e IV incluem isolados das espécies A. benhamiae, T. rubrum, 
T. soudanense, T. megninii, T. mentagrophytes e T. tonsurans. Todas as espécies deste último 
grupo estão descritas como relacionadas, principalmente T. rubrum com T. soudanense e 
T. megninii (Gräser et al., 2000c) e T. mentagrophytes com T. tonsurans (Gräser et al., 1999a). É 
também de referir que T. rubrum e T. mentagrophytes estão descritas como relacionadas 
possuindo, por vezes, características morfológicas sobreponíveis (Summerbell et al., 1988). 
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Figura 13- Dendrograma simplificado representando as espécies do género Trichophyton, construído a partir 
dos dados de amplificação e restrição (AluI e MseI) da região ITS do rDNA e de amplificação com os 
‘primers’ csM13 e (GACA)4, utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de 
aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA). 
* A. benhamiae CECT 2891, CECT 2892T, CECT 2893T, CECT 2894, CECT 2895, CECT 2896, 
CECT 2897, CECT 2898  
** T . mentagrophytes var. erinacei CECT 2956 
 
A 66% de semelhança é possível distinguir um grupo com os isolados de T. tonsurans 
(‘cluster’ IV), enquanto que a 79% o ‘subcluster’ III-d, com isolados da espécie T. mentagrophytes 
e suas teleomórficas A. benhamiae (CECT 2793 e CECT 2921) e A. vanbreuseghemii (CECT 2899 e 
CECT 2900), agrupa com os isolados T. mentagrophytes var. erinacei e A. benhamiae (‘subcluster’ 
III-a), T. rubrum (‘subcluster’ III-b) e T. megninii e T. soudanense (‘subcluster’ III-c). 
Tal como observado no dendrograma da Fig. 13, a árvore filogenética construída com base 
nas sequências do gene CHS1 evidencia que T. mentagrophytes e T. rubrum são muito 
relacionadas (Hirai et al., 2003). 
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Os isolados do ‘subcluster’ III-a, A. benhamiae (CECT 2891, CECT 2892T, CECT 2893T, 
CECT 2894, CECT 2895, CECT 2896, CECT 2897, CECT 2898) e T. mentagrophytes var. erinacei 
(CECT 2956), agrupam a 80% de semelhança com os isolados de 
T. rubrum/T. megninii/T. soudanense (‘subclusters’ III-b e III-c) tendo, ainda, a estirpe CECT 2795 
(A. benhamiae) uma semelhança de 87% com esses últimos. As espécies dos dois ‘subclusters’ 
referidos possuem 90% de semelhança entre si, sendo que T. rubrum constitui um grupo (III-b), 
enquanto as espécies em que não se observaram diferenças pelas várias metodologias aplicadas 
(T. megninii e T. soudanense) constituem outro ‘subcluster’ (III-c). Resultados similares aos 
obtidos no nosso estudo, em que A. benhamiae (teleomórfica de T. menatgrophytes) e 
T. mentagrophytes var. erinacei agrupam com isolados de T. rubrum, foram obtidos por Nishio e 
colaboradores (1992) após análise do mtDNA.  
Mochizuki e colaboradores (2001), após análise da região ITS do rDNA, observaram que os 
isolados de A. benhamiae apresentaram perfis característicos e diferentes dos de 
A. vanbreuseghemii e T. mentagrophytes var. interdigitale. O dendrograma construído para os 
isolados do género Trichophyton (Fig. 13) revela que a maioria dos isolados de A. benhamiae 
forma um único grupo e mais distante dos isolados anamórficos e de A. vanbreuseghemii. Esses 
resultados estão de acordo com os de Mochizuki e sua equipa (2001). 
Por outro lado, a análise do gene CHS1 revelou resultados semelhantes, sendo 
A. vanbreuseghemii e T. interdigitale muito relacionadas entre si e distantes de A. benhamiae 
(Kano et al., 1998a; Kano et al., 1999; Kano et al., 2000). 
Num estudo taxonómico das espécies T. mentagrophytes, T. tonsurans e espécies 
relacionadas Gräser e colaboradores (1999a), relativamente a A. benhamiae/T. mentagrophytes, 
afirmam: “…anamórficos podem estar relacionados com as espécies de Arthroderma sem estarem 
ligados a elas de forma não ambígua”. Os resultados obtidos no dendrograma da Fig. 13, em que A. 
benhamiae e T. mentagrophytes não parecem estar directamente ligados, reflectem a afirmação de 
Gräser e colaboradores (1999a). Relativamente a T. mentagrophytes var. erinacei, os mesmos 
autores concluem que está relacionada mas separada de T. mentagrophytes, sugerindo o seu 
reconhecimento como espécie diferente designada T. erinacei (Gräser  et al., 1999a). 
É ainda de referir um facto observado aquando da análise do dendrograma relativamente à 
estirpe de referência recebida como Trichophyton mentagrophytes var. nodulare (CECT 2959) que 
apresenta 95% de semelhança com isolados de T. rubrum. Com os ‘primers’ (GACA)4 e csM13 este 
isolado apresenta perfis similares aos isolados de T. rubrum e não aos de T. mentagrophytes, como 
seria de esperar. Ao consultar a informação apresentada no ‘website’ da CECT, a 14 de Junho de 
2007, verificou-se que o nome da estirpe tinha sido alterado para T. mentagrophytes. No entanto, 
essa alteração continua em contradição com resultados obtidos.  
A pesquisa na CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures), em que o isolado está 
depositado sob o número CBS 203.88, permitiu verificar que até Janeiro de 2001 a estirpe foi 
considerada como Trichophyton mentagrophytes var. nodulare. Contudo, a partir dessa data a 
identificação foi alterada para A. vanbreuseghemii (teleomórfica de T. mentagrophytes).  O referido 
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isolado foi estudado por Gräser e colaboradores (1999a), que analisaram perfis de 
‘PCR-fingerprinting’ e de AFLPs, demonstrando claramente que a estirpe em questão foi 
incorrectamente identificada e que se tratava de T. rubrum ao invés de T. mentagrophytes var. 
nodulare. Os nossos resultados corroboram os obtidos pelos autores supracitados, uma vez que os 
perfis obtidos foram nitidamente os de T. rubrum. 
A partir dos dendrogramas obtidos para os isolados dos géneros Trichophyton e 
Microsporum, as espécies geofílicas (A. cajetani, M. gypseum/A. gypseum, A. quadrifidum, 
A. uncinatum e T. ajelloi) parecem pouco relacionadas com as espécies antropofílicas e zoofílicas 
incluídas no nosso estudo. Resultados similares foram obtidos por Leclerc e colaboradores (1994) e 
Gräser e sua equipa (1999c) revelando que os métodos moleculares agrupam os dermatófitos de 
acordo com as suas características ecológicas (Gräser et al., 2000a). 
Os resultados obtidos com as metodologias descritas neste subcapítulo revelam que, tal 
como apresentado por Kaszubiak e colaboradores (2004), a região ITS, embora estando descrita 
como variável noutros organismos, possui uma baixa resolução ao nível de espécie para o grupo 
dos dermatófitos. Por sua vez, a utilização dos ‘primers’ csM13 e/ou (GACA)4, em reacções de PCR 
independentes, e a definição de padrões espécie-específicos tornará a identificação desses fungos 
rápida e mais fácil, evidenciando ainda as relações filogenéticas existentes entre os isolados. 
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 3.2. TIPIFICAÇÃO POR MÉTODOS MOLECULARES 
 
A diferenciação intra-específica dos dermatófitos é de extrema importância para o estudo 
dos aspectos clínico e epidemiológico das dermatofitias. Assim, em termos epidemiológicos, em 
caso de surgimento de surtos, essa tipificação permitirá, após identificação do agente etiológico, 
determinar se a mesma estirpe é responsável por todas as infecções observadas. Em clínica, a 
tipificação dos isolados poderá ser muito importante para determinar, no caso de aparecimento de 
infecção após tratamento por antifúngico, se se trata de uma recidiva ou de uma nova infecção 
adquirida após o tratamento. Este resultado permitirá definir se o tratamento prescrito foi 
adequado ou, no caso de se tratar da mesma estirpe, se apresenta alguma resistência ao 
antifúngico aplicado. Paralelamente, nos casos em que houver emergência de isolados resistentes, 
a sua tipificação permitirá caracterizá-los e monitorizar a sua ocorrência e distribuição. 
Devido à falta de caracteres estáveis, a tipificação dos dermatófitos com base nas suas 
características morfológicas e bioquímicas tem gerado resultados problemáticos (Jackson et al., 
1999). Por outro lado, a utilização de métodos moleculares para a diferenciação das estirpes ainda 
não é muito aplicada em termos de diagnóstico mas poderá torná-lo mais fácil e fidedigno. 
É necessário estabelecer qual a região ou regiões que apresentam o maior potencial, 
reprodutibilidade e facilidade de análise. Assim, técnicas como a restrição do mtDNA (de Bievre et 
al., 1987; Nishio et al., 1992; Mochizuki et al., 1996), a metodologia RAPD (Mochizuki et al., 1997; 
Kim et al., 1999; Baeza et al., 2006), e a análise de AFLPs associada a PCR com ‘primer’ único 
(Gräser et al., 1999b) têm sido testadas mas com resultados mais ou menos limitados. 
A região NTS do rDNA foi alvo de investigação por parte de um grupo inglês (Jackson et al., 
1999) e os resultados permitiram detectar variabilidade intra-específica em T. rubrum. Um estudo 
posterior revelou que a variabilidade observada era o resultado de variações em duas regiões 
contendo sequências repetidas em tandem (TRS-1 e TRS-2), cujo número de repetições variava 
consoante as estirpes em análise (Jackson et al., 2000). 
Outros investigadores procederam à amplificação das regiões contendo as repetições TRS-1 
e TRS-2 e determinaram que seis em 10 pacientes com onicomicose estavam infectados com mais 
de uma estirpe de T. rubrum (Yazdanparast et al., 2003). Utilizando a mesma metodologia, Rad e 
sua equipa (2005) revelaram que, para os 10 pacientes com tinea pedis incluídos no estudo, 
apenas uma estirpe era responsável pela infecção. Os autores explicam a discrepância dos seus 
resultados com os da equipa de Yazdanparast (2003) devido a uma eventual diferença na 
patogenicidade de T. rubrum nesses dois tecidos (unha e pele do pé). A mesma região foi estudada 
em isolados de outras espécies de dermatófitos tendo, igualmente, demonstrado ser variável 
(Mochizuki et al., 2001; Gaedigk et al., 2003; Mochizuki et al., 2003b; Jackson et al., 2006; 
Sugita et al., 2006a). 
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3.2.1. ANÁLISE DA REGIÃO NTS DO rDNA 
Para a tipificação dos isolados de T. rubrum incluídos no presente trabalho procedeu-se à 
amplificação das regiões contendo as sequências repetidas TRS-1 e TRS-2 descritas por Jackson e 
colaboradores (2000). Os resultados obtidos mostram que 67% (31/46) dos isolados não possuem 
nenhuma cópia TRS-1, 30% (14/46) contêm apenas uma cópia, enquanto que um dos 46 isolados 
(2%) apresentou duas cópias TRS-1. É importante salientar que nos 101 isolados analisados por 
Jackson e colaboradores (2000) não foi detectado nenhum em que a região TRS-1 estivesse 
ausente. Paralelamente, a amplificação da zona contendo as sequências repetidas TRS-2 revelou 
que 72% (33 de 46) dos isolados possuem apenas uma cópia dessa região, enquanto 28% (13 de 
46) possuem duas cópias. 
Os resultados permitem classificar os isolados analisados em cinco tipos. O primeiro tipo é 
constituído por 23 isolados (50%) que não possuem qualquer cópia de TRS-1 sendo TRS-2 
representado por apenas uma cópia. Oito isolados (17%) constituem o segundo tipo, em que as 
estirpes não possuem qualquer cópia de TRS-1 e duas de TRS-2. Uma cópia para ambas as regiões 
TRS-1 e TRS-2 foi detectada nos 10 isolados (22%) que constituem o terceiro tipo. Quatro isolados 
(9%) constituem o quarto grupo, em que se observa uma cópia de TRS-1 e duas de TRS-2. 
O quinto e último tipo é formado apenas por um isolado (2%) que possui duas cópias de ambas as 
regiões (TRS-1 e TRS-2). A comparação dos resultados obtidos na presente investigação com os 
obtidos pela equipa de Jackson (2000) revela que dois dos tipos detectados (o primeiro e o 
segundo) não foram observados por esses autores. 
Relativamente à correspondência dos números de cópias de TRS-1 e TRS-2 nos isolados 
analisados, nenhuma associação foi detectada uma vez que isolados sem TRS-1 podem possuir 
uma ou duas cópias de TRS-2. O mesmo acontecendo para os isolados com uma cópia de TRS-1. 
Observa-se ainda que, à medida que o número de cópias das regiões TRS aumenta, o número de 
isolados reduz-se. Atendendo a que o mesmo foi observado por Jackson e colaboradores (2000), 
poder-se-á pensar que os isolados com maior número de cópias poderão derivar de outros com 
menos cópias (ou vice versa). 
No seu estudo, a equipa de Jackson (2000) afirmou que a estrutura (número de cópias) 
das regiões TRS-1 e TRS-2 permaneceu estável durante o período de um ano em estirpes mantidas 
in vitro. Os mesmos autores salientam que mudanças nessa estrutura in vivo poderão acontecer 
particularmente em estirpes apresentando número elevado de cópias TRS-1. Simultaneamente, os 
autores aconselham que outros factores (geográficos e/ou temporais) sejam tidos em conta para 
qualquer interpretação epidemiológica desses dados. 
Gupta e colaboradores (2001a) analisaram os perfis de RFLP da região NTS de 66 isolados 
de T. rubrum tendo descoberto que pertenciam a cinco tipos e estando a maioria incluída em dois, 
tal como observado no presente estudo. As amostras de T. rubrum foram obtidas de pacientes com 
onicomicose e o objectivo inicial era distinguir entre a reinfecção (após cura) e uma recidiva. O 
facto de nenhum dos pacientes ter sido considerado como curado e infectado posteriormente levou 
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os autores a alterarem a aplicação da análise para o controlo da estabilidade genética dos isolados 
em pacientes tratados por antifúngicos. 
Os resultados obtidos revelaram uma alteração do tipo de T. rubrum responsável pela 
infecção em alguns pacientes. Devido ao facto de a variabilidade observada nesses casos ser 
elevada num período de tempo reduzido (um ano), Gupta e sua equipa (2001a) concluem que tal 
facto não poderá ser interpretado como infecção por uma nova estirpe. Os autores não excluem, 
no entanto, que poderá ter ocorrido infecção por várias estirpes. Todavia, devido ao facto de o 
número de cópias de sequência repetidas estar descrito como instável em outros fungos (sobretudo 
C. albicans) (Lockhart et al., 1995; Pujol et al., 1999), os autores sugerem uma reorganização 
dessas regiões através de delecções ou duplicações provocadas por um processo indeterminado. 
Embora tivessem descoberto alguma variabilidade intra-específica, consideram que a metodologia 
não será a mais adequada para estudos de recidiva e reinfecções. 
Mais recentemente, Yang e colaboradores (2007) investigaram a região NTS do rDNA de 49 
isolados de T. rubrum obtidos de diferentes áreas da China. Os resultados mostram um 
polimorfismo elevado tendo sido detectados 20 perfis diferentes. Os autores notaram ainda a 
predominância de três perfis que explicaram como potencialmente associados a isolados mais 
virulentos e com facilidade em escapar ao sistema imunitário do hospedeiro. 
Santos e colaboradores (2007) analisaram a região NTS de 40 isolados de T. rubrum 
obtidos de 20 pacientes com onicomicose. As estirpes foram isoladas em duas ocasiões: antes e 
quatro meses depois do início do tratamento com cetoconazole. A amplificação da região contendo 
o TRS-1 revelou a existência de cinco perfis diferentes. Por sua vez, a região contendo o TRS-2 
evidenciou três perfis distintos sendo o primeiro encontrado em 77,5% dos isolados. A combinação 
dos resultados do TRS-1 e TRS-2 permitiu observar 11 tipos, dos quais três incluem 67,5% dos 
isolados.  
As variações observadas nas regiões contendo TRS-1 e/ou TRS-2, em dois isolados do 
mesmo indivíduo, levaram os autores à conclusão de que oito pacientes foram infectados por 
apenas uma estirpe, enquanto os restantes 12 terão sido infectados por duas estirpes diferentes. 
Atendendo a que essas regiões apresentam uma elevada variabilidade, tal conclusão terá de ser 
confirmada por um método mais “estável” uma vez que as diferenças observadas poderão não 
corresponder a uma infecção por uma nova estirpe, como afirmado por Gupta e colaboradores 
(2001a). 
Com o objectivo de diferenciar isolados de T. rubrum, Baeza e colaboradores (2006) 
analisaram as regiões contendo as sequências repetidas TRS-1 e TRS-2 tendo detectado três e dois 
perfis distintos, respectivamente. Relativamente a TRS-1, um dos três tipos é constituído por mais 
de 89% dos isolados, enquanto 85% dos isolados são do mesmo tipo quando a região contendo 
TRS-2 é analisada. A compilação desses dados permite definir quatro tipos em que um deles reúne 
ca. 75% dos isolados analisados. 
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3.2.2. ANÁLISE DE PERFIS DE ‘PCR-FINGERPRINTING’ 
Após utilização da metodologia RAPD, Baeza e sua equipa (2006) obtiveram perfis que 
permitiram distinguir 11 ou 12 estirpes diferentes, consoante o ‘primer’ utilizado. Esses resultados 
contrastam com os que obtiveram após amplificação de TRS-1 e TRS-2 em que o número de tipos 
foi de quatro. Os autores concluem que o índice de discriminação resultante da análise da região 
NTS, é reduzido enquanto a técnica RAPD constitui uma ferramenta útil para discriminar entre os 
isolados de T. rubrum e para estudos epidemiológicos. 
Os resultados dos referidos autores indicam que a metodologia RAPD é a mais adequada 
para tipificar T. rubrum e, por extrapolação, os dermatófitos. Todavia, devido à baixa temperatura 
de hibridação utilizada, a técnica apresenta algumas dificuldades relacionadas sobretudo com a 
reprodutibilidade. Assim, algumas variações podem aparecer devido a pequenas diferenças de 
temperatura, alterações na razão DNA:‘primer’ ou na concentração de cloreto de magnésio. 
Outras variações podem acontecer devido à modificação da marca da Taq DNA polimerase ou ainda 
do lote usado. A utilização de termocicladores diferentes foi, também, descrita como possível fonte 
de variação nos perfis obtidos (Soll, 2000). 
A utilização de ‘primers’ dirigidos a sequências repetidas [e.g. (GACA)4], como é o caso no 
presente trabalho, permite amplificar fragmentos flanqueados por essas regiões alvo quando 
orientadas inversamente e, sobretudo, se a distância entre elas o possibilitar. Analisar estas 
sequências repetidas conduz a uma reprodutibilidade superior à da técnica RAPD uma vez que são 
usadas temperaturas de hibridação mais elevadas (Soll, 2000). Estas sequências micro/minisatélite 
parecem ser mais eficazes uma vez que estão geralmente dispersas no genoma. 
Com a finalidade de tipificar os isolados de dermatófitos incluídos na colecção utilizaram-se 
em reacções de PCR ‘primers’ únicos [csM13, (GACA)4 e (GTG)5]. Os perfis evidenciaram 
variabilidade intra-específica, observada sob a forma de ausência de fragmentos em alguns 
isolados e sua presença noutros ou sob a forma de diferenças na intensidade de alguns fragmentos 
presentes em todos os isolados. Esses resultados apontam para o poder discriminativo da 
metodologia aplicada uma vez que foi possível detectar variabilidade entre isolados da mesma 
espécie.  
A análise dos perfis evidenciou que os ‘primers’ csM13, (GACA)4 e (GTG)5 conduzem a uma 
reprodutibilidade muito elevada, sendo de 98,5% para os dois primeiros ‘primers’ e 98% para o 
último. Com base nestes valores, para a análise conjunta dos resultados obtidos com os três 
‘primers’, considerou-se o nível médio de 98% como limite de resolução destas metodologias. 
Assim, isolados que apresentam semelhança igual ou superior a 98% foram considerados iguais 
(assinalados nos dendrogramas por um rectângulo azul). 
A compilação dos dados obtidos com os três ‘primers’ permitiu, para cada espécie, avaliar 
as semelhanças entre os isolados por análise de dendrogramas. Para os isolados com níveis de 
semelhança mais elevados (≥98%) foram ainda analisadas as possíveis relações epidemiológicas. 
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Por exemplo, três isolados (nº 42, 48 e 51) de T. rubrum com mais de 98% de semelhança 
provêm de três indivíduos (um senhor e duas senhoras) com idades diferentes (31, 24 e 25 anos) 
não se podendo determinar alguma relação entre eles. O mesmo acontece com os outros isolados, 
com mais de 98% de semelhança, de T. rubrum e das outras espécies analisadas. As informações 
relativas aos isolados incluídos neste estudo (local e data de recolha, sexo e idade dos pacientes) 
encontram-se disponíveis, sempre que possível, na secção Anexos. 
Para a espécie T. mentagrophytes, dois isolados (nº 61 e 72) obtidos de senhora(s) com 57 
anos apresentam semelhança superior a 98%. Os isolados foram recolhidos da unha do pé e de 
uma infecção na zona interdigital. Informações adicionais (e.g. datas de recolha) sobre a(s) 
paciente(s) teriam uma grande importância para se poder concluir se a mesma estirpe causou uma 
infecção dupla numa paciente, sobretudo considerando que os locais de recolha são próximos. 
Paralelamente, dois isolados de T. mentagrophytes recolhidos da superfície da piscina da 
Penha de França agrupam-se a mais de 98% de semelhança. Esses isolados foram obtidos com 
três dias de intervalo. Informações sobre os locais de recolha (balneários, duches, ou outros) 
desses isolados não estão disponíveis, não se podendo definir se o fungo se manteve no mesmo 
local, indicando uma falha na higiene, ou se está relacionado com algum utente ou equipamento 
(e.g. limpeza) e terá sido propagado para outro local.  
É importante referir que dois dos seis isolados de T. rubrum e dois dos três isolados de 
T. mentagrophytes obtidos em Marrocos apresentam semelhanças superiores a 98%. 
Esses isolados foram facultados pelo Laboratório de Microbiologia do Hospital Universitário Ibn 
Rochd de Casablanca. Todavia, a ausência de qualquer informação adicional apenas permite 
afirmar que a hipótese de os isolados de cada espécie estarem epidemiologicamente relacionados 
(provenientes do mesmo paciente ou de pessoas relacionadas) não é de descartar. 
Para a tipificação dos isolados, e tal como no subcapítulo anterior, optou-se pela construção 
de dendrogramas independentes para cada espécie, uma vez que esta abordagem permite uma 
melhor análise. 
O nível de corte para definição dos vários tipos foi escolhido de forma “arbitrária” após a 
análise dos vários dendrogramas. O valor de 82,5% de semelhança foi seleccionado por se 
observar que alguns dermatófitos com a mesma proveniência (e.g. isolados de T. rubrum e 
M. canis) e isolados obtidos de locais de infecção similares (e.g. isolados de T. mentagrophytes) 
apresentam semelhanças iguais ou superiores a esse valor.  
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3.2.2.1. Trichophyton rubrum 
Para a espécie T. rubrum, a compilação dos dados obtidos com os três ‘primers’, 
anteriormente mencionados, permitiu obter o dendrograma apresentado na Fig. 14.  
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Figura 14- Dendrograma representando a espécie Trichophyton rubrum, baseado nos perfis de ‘PCR-
fingerprinting’ e construído utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de 
aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA).  
 
Ao nível de semelhança de 82,5% observam-se quatro ‘clusters’ (tipos I, II, III, IV). O tipo 
I contém 39% dos isolados de T. rubrum (18/46) incluindo os dois isolados da Colección Española 
de Cultivos Tipo (CECT 2794 e CECT 2959), os isolados obtidos da ARSLVT, bem como os seis 
isolados de Marrocos.  
Da análise do dendrograma verificou-se que o tipo I reúne isolados em dois subgrupos (I-a 
e I-b) com semelhança de ~83% entre si. Dos seis isolados obtidos em Marrocos, cinco pertencem 
a um dos dois subgrupos (I-a) tendo por isso sido considerados como fazendo parte do mesmo 
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subtipo. No entanto, tendo em conta a ausência de informações relativas a esses isolados, 
nenhuma conclusão epidemiológica pôde ser tirada.  
O tipo II é constituído por um único isolado (2%), obtido de uma senhora de 71 anos 
utente da piscina Penha de França, com uma semelhança de 78% com os isolados do tipo I.  
Com cerca de 70% de semelhança com os dois primeiros tipos agrupam os 26 isolados 
(57%) do tipo III. Este último subdivide-se em dois subtipos (III-a e III-b). Pelos dados relativos à 
recolha (local, idade e sexo do paciente), dois isolados (nº 160 e 175) do subtipo III-a com 92% 
de semelhança entre si parecem ser provenientes da mesma pessoa, sendo que os dois foram 
isolados da planta do pé e do pé de senhora(s) com 68 anos. O intervalo entre a recolha dos dois 
isolados (8 meses) parece reforçar a hipótese de um único paciente apontando para um período 
entre duas consultas. Se se tratar da mesma pessoa e atendendo a que o local de infecção da 
primeira recolha foi a planta do pé e o segundo foi o pé, poder-se-á pensar que uma fonte de 
contaminação existe no “ambiente” da paciente ou que se trata de uma infecção disseminada pela 
própria paciente. A possibilidade de se tratar do mesmo local de recolha (planta do pé) poderá 
também revelar-se válida uma vez que aquando da segunda recolha o registo poderá ter sido mais 
genérico. 
Simultaneamente, dois isolados (nº 154 e 171) recolhidos no mesmo dia, do pé e da unha 
do pé de senhora(s) com 89 anos, agruparam no subtipo III-a. Estes dois isolados possuem uma 
elevada semelhança (89%) entre si. Se a suposição de ser a mesma paciente se revelar correcta 
para os dois casos, e supondo não se tratar de uma infecção dupla provocada por duas estirpes 
adquiridas independentemente, pode concluir-se que a estirpe sofreu uma microevolução, tal como 
relatado por Baeza e colaboradores (2006). 
O tipo IV é constituído por um único isolado obtido do pé de um homem com 33 anos. Esse 
isolado apresenta uma semelhança de 54% com os isolados dos três grupos anteriores. 
Para melhor avaliar a diversidade dos isolados de T. rubrum em análise, procedeu-se ao 
cálculo dos índices de diversidade de Simpson e Shannon considerando o valor de 82,5% de 
semelhança para definição de tipos e tendo-se obtido os valores de 0,54 e 0,62, respectivamente.  
O índice de Simpson baseia-se no número de tipos e isolados de cada tipo e mede a 
probabilidade de duas estirpes não relacionadas, tiradas de uma população teste, pertencerem a 
dois tipos genómicos diferentes. Por sua vez, o índice de Shannon é uma medida de equidade, 
expressando a diversidade observada e reflectindo a homogeneidade/heterogeneidade da 
distribuição dos isolados. 
Esses índices de diversidade são muito úteis, uma vez que o índice de Simpson estima a 
distinção entre os isolados enquanto o índice de Shannon, como indicador da equidade, constitui 
uma medida fiável da homogeneidade da distribuição dos isolados pelos diferentes tipos. 
Relativamente ao índice de Simpson, o valor obtido (0,54) indica uma reduzida diversidade 
uma vez que se dois isolados forem extraídos de uma população teste a probabilidade de 
pertencerem a dois tipos diferentes é quase a mesma (54%) do que a de pertencerem ao mesmo 
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tipo. Estes resultados estão de acordo com o que foi descrito por outros autores relativamente à 
pouca diversidade observada nesta espécie. De facto, por T. rubrum possuir um nicho ecológico 
que favorece a clonalidade sobre a sexualidade, a elevada homogeneidade em T. rubrum parece 
ser evidente (Gupta et al., 2001a). Outros autores afirmam que essa perda da sexualidade 
(o teleomórfico de T. rubrum ainda não foi isolado) constitui um fenómeno raro que juntamente 
com a sua reduzida virulência (que lhe permite permanecer no seu hospedeiro) sugerem uma 
adaptação “bem-sintonizada” ao ser humano (Gräser et al., 2000c).  
O índice de Shannon, por sua vez, apresentou um valor (0,62) que indica que os tipos não 
são distribuídos de uma forma homogénea devido ao facto de o tipo III possuir a maioria dos 
isolados e de os tipos II e III serem ‘single-member clusters’. A análise da região NTS do rDNA por 
vários autores (Jackson et al., 2000; Gupta et al., 2001a; Baeza et al., 2006) e neste trabalho 
indicam o mesmo, uma vez que a maioria dos isolados pertence ao mesmo tipo. Utilizando a 
metodologia RAPD, Baeza e colaboradores (2006) observaram que a maioria dos seus isolados (60 
e 67%) forma um único grupo com qualquer dos dois ‘primers’ utilizados. Assim a afirmação da 
equipa de Jackson (2000) sobre disseminação de T. rubrum poder ser o resultado de multiplicação 
de apenas alguns tipos parece ser plausível. 
 
3.2.2.2. Trichophyton mentagrophytes 
Para a análise dos isolados de T. mentagrophytes sensu lato construiu-se o dendrograma 
apresentado na Fig. 15 com base nos resultados obtidos com cada um dos três ‘primers’.  
No dendrograma evidenciam-se dois ‘clusters’ que parecem pouco relacionados (~42% de 
semelhança), tendo o primeiro (I) a maioria das estirpes de A. benhamiae e a estirpe 
T. mentagrophytes var. erinacei, enquanto o ‘cluster’ II agrupa os isolados de T. mentagrophytes, 
as estirpes de A. vanbreuseghemii e duas estirpes de A. benhamiae (Fig. 15). 
Esses resultados estão de acordo como as observações de Nishio e colaboradores (1992) 
que, após análise do mtDNA, concluíram que T. mentagrophytes var. erinacei e algumas estirpes 
de A. benhamiae eram mais distantes de A. vanbreuseghemii. Resultados similares foram obtidos 
por um outro grupo de investigadores após análise de sequências da região ITS1 do rDNA 
(Makimura et al., 1999). 
O ‘cluster I’ é constituído por 10 isolados obtidos da CECT, reunindo as estirpes de 
A. benhamiae (CECT 2795, CECT 2891, CECT 2892T, CECT 2893T, CECT 2894, CECT 2895, 
CECT 2896, CECT 2897 e CECT 2898) com a estirpe CECT 2956 (T. mentagrophytes var. erinacei).  
Esse ‘cluster’ está subdividido em quatro ‘subclusters’ (I-A, I-B, I-C e I-D), correspondendo 
o primeiro a A. benhamiae (CECT 2891, CECT 2892T, CECT 2893T, CECT 2896, e CECT 2897). 
A ~66,5% de semelhança com o primeiro ‘subcluster’ agrupam as estirpes de A. benhamiae 
(CECT 2894, CECT 2895 e CECT 2898) que formam o segundo ‘subcluster’ (I-B). Os dois últimos 
‘subclusters’ (I-C e I-D) são constituídos apenas por um isolado cada, correspondendo a 
T. mentagrophytes var. erinacei (CECT 2956) e A. benhamiae (CECT 2795), respectivamente. 
O ‘subcluster’ I-C possui ~61% de semelhança com os dois ‘subclusters’ anteriores (I-A e I-B). 
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Por sua vez o ‘subcluster’ I-D relaciona-se a ~49,5% de semelhança com os anteriores (I-A, I-B e 
I-C). 
As estirpes de referência obtidas da CECT que constituem o ‘cluster’ I estão igualmente 
depositadas noutras colecções de culturas o que, após pesquisa, permitiu a obtenção de 
informações suplementares sobre algumas.  
Relativamente às estirpes que constituem o ‘subcluster’ I-A nenhuma informação adicional 
foi encontrada para os isolados CECT 2891, CECT 2892T e CECT 2893T. Paralelamente, a pesquisa 
revelou que as estirpes CECT 2896 e CECT 2897 estão depositadas na colecção belga (IHEM 3287 e 
IHEM 3288) com o nome A. benhamiae sendo o estado anamórfico que lhes é associado 
T. mentagrophytes var. erinacei. É ainda de referir que as duas estirpes são consideradas como de 
raça americano-europeia segundo a descrição de Takashio (1972). 
Para as estirpes CECT 2894, CECT 2895 e CECT 2898 que constituem o ‘subcluster I-B’ 
nenhuma informação suplementar foi encontrada para a estirpe CECT 2894, enquanto as outras 
duas (CECT 2895 e CECT 2898) estão identificadas na colecção belga com o nome A. benhamiae 
sendo o estado anamórfico que lhes é associado T. mentagrophytes var. erinacei (IHEM 4033 e 
IHEM 4032, respectivamente). É de referir, ainda, que a estirpe CECT 2895 está descrita como 
pertencente à raça africana segundo a descrição de Takashio (1972). 
Os dois ‘subclusters’ I-A e I-B, embora constituídos por estirpes da mesma espécie, 
revelaram possuir uma semelhança reduzida (~66,5%) com os ‘primers’ utilizados no presente 
estudo. Esses resultados estão de acordo com os observados por outros autores que descreveram 
as duas raças de A. benhamiae como possuindo uma elevada interfertilidade intra-racial, enquanto 
que inter-racialmente a fertilidade é reduzida chegando a ser nula (Oyeka et al., 2000). Assim, as 
estirpes que constituem o primeiro ‘subcluster’ poderão ser consideradas como pertencentes à raça 
americano-europeia, enquanto as do ‘subcluster’ A-II são de raça africana. 
Por sua vez, a estirpe CECT 2956 que constitui o ‘subcluster’ I-C está depositada na 
colecção holandesa com o número CBS 511.73 sendo considerada como a estirpe tipo da espécie 
T. mentagrophytes var. erinacei. O seu agrupamento, embora a um nível de semelhança reduzido, 
com os isolados dos ‘subclusters’ I-A e I-B está de acordo com o esperado, uma vez que as 
informações sobre algumas estirpes dos ‘subclusters’ anteriores referem 
T. mentagrophytes var. erinacei como seu estado anamórfico. 
Relativamente à estirpe A. benhamiae CECT 2795, apresentando a menor semelhança com 
as acima referidas, a pesquisa na colecção holandesa esclareceu que o isolado depositado com o 
número CBS 572.75 e na colecção americana com o número ATCC 32457 é considerado como 
T. mentagrophytes (anamórfica) e não A. benhamiae (teleomórfica). Esse facto poderá explicar a 
sua reduzida semelhança com os isolados de A. benhamiae presentes nos outros ‘subclusters’.  
Considerando as informações retiradas das outras colecções de culturas, torna-se evidente 
que, com a excepção da estirpe CECT 2795, o ‘cluster’ I parece ser formado unicamente por 
espécies relacionadas com T. mentagrophytes var. erinacei. 
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Figura 15- Dendrograma representando Trichophyton mentagrophytes sensu lato, baseado nos perfis de 
‘PCR-fingerprinting’ e construído utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método 
de aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA).   
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No que diz respeito ao ‘cluster’ II, é possível reconhecer dois ‘subclusters’ (II-A e II-B). No 
primeiro (II-A) agrupam-se vários isolados obtidos da ARSLVT juntamente com as estirpes de 
referência A. vanbreuseghemii (CECT 2902) e A. benhamiae (CECT 2793 e CECT 2921) e no 
‘subcluster’ II-B agrupa isolados obtidos da ARSLVT, da piscina Penha de França, de utentes da 
piscina e quatro estirpes de referência correspondentes às espécies A. vanbreuseghemii 
(CECT 2899 e CECT 2900), T. mentagrophytes var. goetzii (CECT 2957) e 
T. mentagrophytes var. interdigitale (CECT 2958).  
No subcapítulo anterior, a utilização dos ‘primers’ csM13 e (GACA)4 permitiu obter um 
padrão característico para as várias espécies do complexo T. mentagrophytes sem, no entanto, se 
poder determinar qualquer padrão independente para as diferentes espécies/variedades 
analisadas.  
Paralelamente, e devido às características macroscópicas das colónias, os isolados foram 
considerados como pertencentes a duas variedades de T. mentagrophytes, nomeadamente, 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes (colónias granulares) e T. mentagrophytes var. 
interdigitale (colónias aveludadas) 
Considerando o seu habitat, as duas variedades são classificadas como zoofílica para 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes e antropofílica para T. mentagrophytes var. interdigitale. 
O quadro clínico observado em infecções provocadas pelas duas variantes é diferente, sendo que a 
primeira causa mais infecções do tipo inflamatório enquanto a segunda está mais relacionada com 
infecções crónicas com resposta imunológica reduzida.  
Na ausência de dados clínicos mais pormenorizados sobre as infecções provocadas pelos 
isolados analisados, a atribuição desses últimos a uma ou outra variante apenas com base nas 
características macroscópicas das colónias poderá não corresponder à realidade, sobretudo porque 
para T. mentagrophytes essas características não são estáveis podendo ser, em alguns casos, 
sobreponíveis (Padhye et al., 1999).  
Relativamente ao aspecto macroscópico das colónias, a maioria dos isolados (68%) com 
aspecto granular agrupa-se no ‘subcluster’ II-A, enquanto o ‘subcluster’ II-B reúne a maioria 
(78%) dos isolados com colónias aveludadas. 
Tal como referido, no subgrupo II-A agrupam-se as estirpes de referência 
A. vanbreuseghemii (CECT 2902) e as duas estirpes obtidas como A. benhamiae (CECT 2793 e 
CECT 2921). Após pesquisa, as estirpes CECT 2793 e CECT 2921 revelaram ter sido depositadas 
como T. mentagrophytes var. mentagrophytes na CECT antes de serem reclassificadas como 
A. benhamiae. As mesmas estirpes foram igualmente encontradas, respectivamente, nas colecções 
holandesa (CBS 570.80) e alemã (DSMZ 4870) como T. mentagrophytes. 
Paralelamente, a estirpe A. vanbreuseghemii (CECT 2902) foi isolada como 
T. mentagrophytes var. granulosum antes de ser reclassificada como A. vanbreuseghemii.  
A informação apresentada no site da Global Biodiversity Information Facility (disponível em 
www.europe.gbif.net/portal/ecat_browser.jsp?taxonKey=745004&countryKey=0&resourceKey=0&s
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howIncertae=false&nextTask=ecat_browser.jsp) revela que T. mentagrophytes var. granulosum é 
considerada sinónimo de T. mentagrophytes que, por sua vez, é sinónimo de T. mentagrophytes 
var. mentagrophytes. 
Considerando as informações acima mencionadas, o ‘subcluster’ II-A parece agrupar 
exclusivamente isolados de T. mentagrophytes var. mentagrophytes, tendo alguns isolados clínicos 
colónias aveludadas e não granulares. 
No ‘subcluster’ II-B agrupam-se as estirpes de referência de A. vanbreuseghemii 
(CECT 2899 e CECT 2900) juntamente com as estirpes T. mentagrophytes var. interdigitale 
(CECT 2958) e T. mentagrophytes var. goetzii (CECT 2957).  
Refere-se ainda que na colecção holandesa T. mentagrophytes var. interdigitale e 
T. mentagrophytes var. goetzii foram reclassificadas como A. vanbreuseghemii (CBS 558.66 e 
845.73, respectivamente). 
Gräser e colaboradores (1999a) reduziram a sinónimo T. mentagrophytes var. goetzii e 
T. mentagrophytes var. interdigitale com base nas sequências da região ITS, AFLPs e 
‘PCR-fingerprinting’. No mesmo estudo, os autores afirmam que T. mentagrophytes var. 
interdigitale representa o estado anamórfico de A. vanbreuseghemii.  
Resultados similares foram observados por Mochizuki e colaboradores (1996) aquando da 
análise do mtDNA de A. vanbreuseghemii e T. mentagrophytes var. interdigitale, tendo concluído 
que essa última espécie deriva de A. vanbreuseghemii. 
No ‘subcluster’ II-B agrupam-se ainda os isolados clínicos de T. mentagrophytes obtidos da 
ARSLVT e de Marrocos, bem como os isolados desta espécie provenientes da piscina e de utentes 
da mesma. Estes dados revelam que todos esses isolados pertencem à subespécie 
T. mentagrophytes var. interdigitale apresentando alguns isolados colónias granulares. 
O facto de as duas variedades de T. mentagrophytes analisadas evidenciarem morfologias 
sobreponíveis não é estranho visto que a espécie está descrita como possuindo características 
instáveis (Padhye et al., 1999). 
Considerando o nível de semelhança de 82,5%, observam-se 18 tipos, sete dos quais 
pertencem ao ‘cluster’ I e os restantes ao ‘cluster’ II.  
Relativamente ao ‘cluster’ I, o primeiro ‘subcluster’ (I-A), constituído por estirpes de 
A. benhamiae está subdividido em três tipos: I-A.1 reúne três estirpes de referência da espécie 
A. benhamiae (CECT 2892T, CECT 2896, CECT 2897); I-A.2 é constituído pela estirpe CECT 2891 
(A. benhamiae) e agrupa-se com o primeiro a um nível de semelhança de ~79%; I-A.3 é formado 
apenas pela estirpe tipo CECT 2893T (A. benhamiae) e agrupa com os dois primeiros a ~75,5% de 
semelhança. 
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O ‘subcluster’ I-B é constituído por dois tipos (I-B.1 e I-B.2) com uma semelhança entre si 
de ~78,5% e formados por duas (CECT 2894 e CECT 2898) e uma (CECT 2895) estirpe, 
respectivamente.  
O ‘subcluster II-A’, correspondente a T. mentagrophytes var. mentagrophytes, está 
subdividido em sete tipos, sendo II-A.1 constituído por 26 dos 36 (72,2%) isolados desta variedade 
incluídos no estudo. Esses isolados provêm todos do Laboratório de Micologia da ARSLVT, sendo a 
maioria isolada do pé ou unhas do pé dos pacientes. 
Os isolados do tipo II-A.1 agrupam-se com os de II-A.2, que é constituído por apenas um 
isolado (2,7%), a um nível de semelhança de ~76,5%. A 72,5% de semelhança, os tipos II-A.3, 
II-A.4 e II-A.5 agrupam-se com os dois primeiros tipos do ‘subcluster’ II-A. II-A.3 é constituído por 
seis isolados (16,6%) provenientes da parte superior do corpo de pacientes da ARSLVT. 
Paralelamente, II-A.4 e II-A.5 são constituídos, respectivamente, por dois (5,5%) e um (2,7%) 
isolados obtidos da parte superior do corpo de pacientes da ARSLVT e agrupam-se com II-A.3 a um 
nível de semelhança de ~81% e ~77%, respectivamente. 
Relativamente aos tipos II-A.1 a II-A.5, verifica-se que os isolados provenientes de 
infecções da parte inferior do corpo (essencialmente a zona do pé) se agrupam no ‘subcluster’ II-A 
com um nível de semelhança bastante elevado (tipos II-A.1 e II-A.2). Por sua vez, os isolados 
provenientes das partes superiores do corpo de pacientes agrupam-se entre si a um nível similar 
ao observado para os isolados obtidos da parte inferior do corpo (tipos II-A.3 a II-A.5). 
Estes agrupamentos parecem indicar uma predilecção das estirpes de T. mentagrophytes para 
algumas zonas do corpo. Todavia, um estudo mais pormenorizado dessas estirpes em infecções 
in vivo permitirá um melhor esclarecimento desse tropismo.   
As estirpes de referência de T. mentagrophytes var. mentagrophytes (CECT 2793 e 
CECT 2902) constituem o tipo II-A.6, enquanto a estirpe T. mentagrophytes var. mentagrophytes 
(CECT 2921) representa o tipo II-A.7 que se agrupa com o anterior a~65% de semelhança. 
Refere-se, ainda, que o isolado sem características morfológicas definidas e que foi 
identificado após o estabelecimento de padrões de ‘PCR-fingerprinting’ (isolado 112) se agrupa a 
um nível de semelhança superior a 98% com dois isolados da rotina do ‘cluster’ II-A, tendo sido 
considerado como T. mentagrophytes var. mentagrophytes.  
Por sua vez, o ‘subcluster’ II-B, correspondente a T. mentagrophytes var. interdigitale, está 
subdividido em quatro tipos II-B.1, II-B.2, II-B.3 e II-B.4. II-B.1 reúne quatro estirpes de 
referência sendo duas da espécie A. vanbreuseghemii (CECT 2899 e CECT 2900), uma 
T. mentagrophytes var. interdigitale (CECT 2958) e a última T. mentagrophytes var. goetzii 
(CECT 2957). 
O tipo II-B.2 é constituído por 20 isolados (45,45%) de 
T. mentagrophytes var. interdigitale obtidos na sua maioria da superfície da piscina da Penha de 
França (7 de 20) e de infecções particularmente da zona do pé. Isolados obtidos de dois utentes da 
piscina estão incluídos neste grupo, não se podendo afastar a hipótese de se tratar de uma 
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infecção adquirida nestas instalações. É ainda de referir que os três isolados provenientes de 
Marrocos incluem-se neste tipo. 
O tipo II-B.3 é formado por 23 isolados obtidos principalmente de utentes da piscina da 
Penha de França (17 de 23) incluindo, ainda, isolados recolhidos da superfície da piscina e da 
rotina da ARSLVT. Estes isolados constituem 52,3% dos isolados de 
T. mentagrophytes var. interdigitale, sendo que todos os obtidos de pacientes (ou utentes) foram 
recolhidos da zona do pé.  
T. mentagrophytes do tipo II-B.3 parece responsável pela infecção de vários utentes da 
piscina da Penha de França, estando ainda presente nas instalações da mesma. Estes resultados 
apontam para infecções contraídas no ambiente da piscina e necessidade de implementar medidas 
de higiene mais rigorosas. 
Por último, o tipo II-B.4 é constituído apenas por um isolado recolhido da superfície da 
piscina da Penha de França e agrupa-se a um nível de semelhança de ~67,5% com os anteriores 
(II-B.1, II-B.2, II-B.3). 
Foram, ainda, calculados os índices de diversidade de Simpson e Shannon tendo sido 
obtidos valores de 0,83 e 0,72, respectivamente. Estes valores indicam que o complexo 
T. mentagrophytes é bastante diversificado sendo a distribuição dos isolados pouco equitativa.  
 
3.2.2.3. Trichophyton tonsurans e Trichophyton violaceum 
Os dendrogramas apresentados nas Figuras 16 e 17 foram construídos por compilação dos 
resultados obtidos após aplicação dos ‘primers’ de ‘PCR-fingerprinting’.  
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Figura 16- Dendrograma representando a espécie Trichophyton tonsurans, baseado nos perfis de 
‘PCR-fingerprinting’ e construído utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o 
método de aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA).  
 
Para ambas as espécies é possível observar que todos os isolados se agrupam a um nível 
de semelhança superior ao considerado para a definição de tipos (82,5%). Assim, considera-se 
que, para o nível seleccionado, todos os isolados analisados correspondem ao mesmo tipo. O índice 
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de diversidade de Simpson reflecte exactamente isso, pois foi obtido o valor de 0%, ou seja, 
ausência de diversidade na amostra.  
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Figura 17- Dendrograma representando a espécie Trichophyton violaceum, baseado nos perfis de 
‘PCR-fingerprinting’ e construído utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o 
método de aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA).  
 
Ao contrário de T. violaceum, a espécie T. tonsurans foi estudada ao nível intra-específico 
por vários autores. No entanto, os resultados obtidos são contraditórios. Kim e colaboradores 
(1999) analisaram 21 isolados de T. tonsurans com a técnica RAPD e embora os autores 
descrevessem colónias com características diferentes entre os vários isolados, os resultados 
moleculares indicam uma homogeneidade genética elevada, uma vez que nenhuma diferença foi 
observada entre os perfis obtidos. Tal como referido anteriormente neste subcapítulo, a 
metodologia RAPD apresenta a problemática da reprodutibilidade, obrigando a considerar apenas 
os fragmentos mais intensos. Todavia, no trabalho da equipa de Kim (1999) foram produzidos 
poucos fragmentos com os ‘primers’ utilizados, todos apresentando elevada intensidade e 
permitindo concluir que a espécie T. tonsurans não apresenta qualquer variabilidade intra-
específica. Esses resultados estão de acordo com os observados no presente estudo. 
Por sua vez, Mochizuki e colaboradores (2003a) ao estudarem a região ITS não observaram 
nenhum polimorfismo de restrição entre os isolados de T. tonsurans com as enzimas HinfI e MvaI 
e, paralelamente, obtiveram uma homologia de 99,56% entre as sequências da região ITS do rDNA 
dos vários isolados. No entanto, a região escolhida por estes investigadores apresenta uma 
variabilidade muito reduzida nos dermatófitos, tal como descrito anteriormente neste subcapítulo, 
não podendo ser considerada adequada para a diferenciação destes fungos. 
A região NTS de T. tonsurans foi investigada por vários autores tendo originado resultados 
em que foi evidente a variabilidade dos isolados desta espécie. Gaedigk e colaboradores (2003) 
verificaram que os 92 isolados de T. tonsurans obtidos de seis centros nos Estados Unidos da 
América produziram fragmentos, de dimensões distintas, que permitiram subdividi-los em cinco 
variantes, sendo o tipo II representado por ~52% dos isolados. A sequenciação dos NTS desses 
isolados permitiu associar esse polimorfismo de dimensão à presença de sequências repetidas em 
tandem contidas nessa região. Paralelamente, a sequenciação revelou a presença de sete SNPs 
(Single Nucleotide Polymorphisms), uma pequena inserção e uma pequena delecção. A compilação 
de todos os resultados obtidos nesse estudo evidenciou 12 tipos diferentes entre os 92 isolados. 
Os autores concluem que, devido ao facto de os isolados terem sido obtidos de crianças com 
infecções evidentes, os tipos identificados poderão não corresponder à variabilidade genética de 
toda a população de T. tonsurans. 
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A mesma região foi analisada em 101 isolados de T. tonsurans, obtidos de 101 judocas 
japoneses, e em algumas estirpes de referência por Sugita e colaboradores (2006a). Os resultados 
da amplificação revelaram que além das cinco variantes observadas por Gaedigk e sua equipa 
(2003), duas novas variantes foram detectadas. Todavia, os 101 isolados obtidos dos judocas 
pertenciam à mesma variante (tipo I). A análise da estirpe de referência CBS 129.35, que foi 
isolada no Japão em 1935, permitiu caracterizá-la como pertencente ao tipo II. Os autores 
postularam que as estirpes originárias do Japão são do tipo II, tendo sido as do tipo I introduzidas 
no país pelos judocas após participações em competições internacionais. 
Mais recentemente, Mochizuki e colaboradores (2007) amplificaram a região central do NTS 
(contendo as sequências repetidas em tandem). Os seus resultados revelaram que a maioria dos 
isolados (~86%) pertenciam ao tipo I, sendo os restantes dos tipos II, III, IV, V e VI. Dos 232 
isolados analisados, 164 provinham de judocas e revelaram pertencer quase na sua totalidade 
(98%) ao mesmo tipo (I). Paralelamente, 48 isolados foram obtidos de lutadores e revelaram que 
o tipo I, embora continue a estar presente, era observado em apenas 56% dos isolados 
pertencendo os restantes aos tipos II e III (35% para cada). Os autores revelaram ainda que 
nenhum isolado apresenta o tipo VII (classificação de Sugita et al., 2006a) equivalente ao tipo V na 
classificação de Gaedigk e colaboradores (2003). Esses resultados conduziram-nos à conclusão 
que, ao contrário dos judocas nos quais a mesma estirpe era responsável pela infecção, a epidemia 
observada nos lutadores era provocada por três estirpes diferentes. 
Tal como em T. rubrum, não se conhece nenhum estado teleomórfico de T. tonsurans 
sendo por isso considerada uma espécie com reprodução clonal (Gräser et al., 1999c). A elevada 
diversidade descrita nos trabalhos supracitados está em contradição com esse tipo de reprodução 
que resulta, como referido anteriormente, num elevado grau de uniformidade (Gupta et al., 
2001a).  
Embora os resultados obtidos na presente investigação apontem para uma homogeneidade 
dos isolados de T. tonsurans e T. violaceum, a análise de um número mais elevado de isolados, 
incluindo alguns epidemiologicamente relacionados e outros provenientes de países (continentes) 
diferentes, será de elevado valor para a análise da variabilidade destas espécies. 
 
3.2.2.4. Microsporum canis 
Relativamente à espécie M. canis, a compilação dos resultados permitiu a construção do 
dendrograma apresentado na Fig. 18 onde se evidenciam três tipos ao nível de 82,5% de 
semelhança. 
O tipo I é constituído por 29% (8/28) dos isolados analisados, entre os quais se encontram 
os três isolados provenientes de Marrocos.  
Ao nível de 82% de semelhança agrupam com o primeiro tipo os isolados que fazem parte 
do tipo II que inclui a maioria dos isolados (18 dos 28 analisados - 64%). 
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Figura 18- Dendrograma representando a espécie Microsporum canis, baseado nos perfis de 
‘PCR-fingerprinting’ construído utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o 
método de aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA).  
 
O tipo III é constituído por apenas dois isolados (7%) que se agrupam a um nível de ~78% 
de semelhança com os restantes tipos. Pelas informações disponíveis (idade, sexo e local de 
recolha) esses isolados parecem ter sido obtidos do mesmo paciente. 
Polonelli e colaboradores (1986) analisaram vários isolados de M. canis com anticorpos 
monoclonais. Os resultados revelaram que a espécie possui exoantigénios que lhe permitem ser 
distinguida de outros dermatófitos incluídos no estudo tendo sido, ainda, observada variabilidade 
intra-específica.  
Mais recentemente, uma equipa chinesa analisou isolados de M. canis provenientes de 40 
alunos de uma escola primária apresentando uma infecção do tipo tinea capitis (Yu et al., 2004). 
Os autores incluíram, ainda, dois isolados obtidos do ginásio e de fronhas utilizadas na mesma 
escola. A utilização de metodologias moleculares, nomeadamente RAPD e amplificação da região 
NTS do rDNA, revelou que todos os isolados possuíam os mesmos padrões. Simultaneamente, a 
sequenciação da região ITS do rDNA não evidenciou qualquer diferença entre os isolados 
estudados. Os autores concluem que a mesma estirpe foi responsável pelo surto observado tendo 
sido o contágio provocado por matérias inanimadas (e.g. fronhas). A equipa reconhece, todavia, 
que são necessários métodos mais sensíveis e estáveis para os estudos moleculares da 
epidemiologia dos dermatófitos.  
Brilhante e colaboradores (2005) estudaram a correlação entre as características 
fenotípicas e genotípicas em isolados de M. canis obtidos de cães, gatos e humanos no nordeste 
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Brasileiro. Os autores notaram uma variabilidade intra-específica no tipo de colónias e estruturas 
reprodutoras produzidas pelos isolados. Os resultados evidenciaram que 100% das estirpes 
analisadas possuem a capacidade de perfurar o cabelo tendo, ainda, um bom crescimento em meio 
com tiamina, ácido nicotínico, inositol e histidina. Apenas 80% dos isolados produziram urease. Os 
autores utilizaram ainda métodos moleculares como a amplificação e restrição da região ITS com 
as enzimas Sau3A, DdeI, EcoRI e RsaI. Paralelamente, a utilização da metodologia RAPD não 
permitiu observar qualquer polimorfismo entre os isolados. Os autores concluem que as estirpes 
analisadas são geneticamente idênticas, sendo a sua propagação estritamente clonal. A vasta 
diversidade morfológica observada foi explicada como uma adaptação às condições ambientais. 
As discrepâncias observadas entre os resultados do nosso estudo com os de Brilhante e 
colaboradores (2005) e Yu e sua equipa (2004) poderão ser explicadas pelas metodologias 
utilizadas. De facto, no primeiro estudo (Brilhante et al., 2005) utilizou-se a metodologia PCR-RFLP 
da região ITS do rDNA e a técnica RAPD. Estes métodos poderão não ser os mais adequados para a 
análise da variabilidade intra-específica. Tal como explicado anteriormente, a região ITS, embora 
descrita como variável noutros organismos, possui uma baixa resolução ao nível de espécie 
(Kaszubiak et al., 2004) e por extrapolação ao nível intra-específico nos dermatófitos. 
Paralelamente, devido à reduzida reprodutibilidade da metodologia RAPD, os autores baseiam a 
sua análise apenas nos fragmentos com maior intensidade negligenciando os de mais fraca 
intensidade. A utilização dos ‘primers’ csM13, (GACA)4 e (GTG)5 no nosso estudo permitiu a 
utilização de temperaturas de ‘annealing’ mais elevadas produzindo, consequentemente, uma 
maior reprodutibilidade (98%). Assim, estando os fragmentos com menor intensidade incluídos na 
comparação, o seu significado (presença em menor quantidade da sequência flanqueada pelo 
‘primer’ utilizado) é de elevada importância podendo evidenciar as relações entre as estirpes. 
Como descrito anteriormente, Yu e colaboradores (2004) utilizaram a metodologia RAPD, a 
sequenciação da região ITS do rDNA e a amplificação da região NTS do rDNA. Para as duas 
primeiras metodologias a explicação poderá ser a mesma que a apresentada no parágrafo anterior. 
Relativamente à amplificação da região NTS e, como já referido, as diferenças observadas 
devem-se ao número de cópias de TRS incluídas nessa região. Esse número de cópias poderá ser 
variável entre isolados da mesma estirpe como anteriormente explicado. No entanto, devido ao 
facto de o estudo estar relacionado com um surto numa escola primária, a probabilidade de se 
tratar da mesma estirpe é bastante elevada, mesmo sendo os métodos escolhidos pouco sensíveis 
para detectar a variabilidade intra-específica, tal como referido pela própria equipa de Yu (2004). 
A aplicação da metodologia ISSR-PCR por Cano e colaboradores (2005) permitiu identificar 
21 genótipos diferentes nos 24 isolados de M. canis analisados. Esses isolados foram obtidos de 
pacientes espanhóis infectados pelo fungo, cinco gatos (dois dos quais relacionados com três 
pacientes) e um cão. Com a excepção de dois pacientes infectados por M. canis com o mesmo 
genótipo, todos os outros foram infectados por isolados com genótipos diferentes, mesmo no caso 
dos três isolados obtidos de dois membros da mesma família. Com esses resultados os autores 
excluem a probabilidade de uma epidemia provocada pela mesma estirpe, demonstrando que 
várias estirpes podem estar distribuídas na mesma área. Simultaneamente, os resultados 
revelaram que a estirpe isolada de um gato apresentou o mesmo genótipo que o isolado obtido de 
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um paciente a viver na mesma casa, embora o segundo paciente da mesma família estivesse 
infectado por uma outra estirpe. Duas amostras foram recolhidas desse último no espaço de dois 
meses tendo revelado dois genótipos distintos e diferentes dos observados nas estirpes do gato e 
do outro membro da família. Os autores avançaram a hipótese de o indivíduo estar infectado por 
duas estirpes tendo sido detectada a primeira aquando da primeira recolha e a outra na segunda 
recolha. Os autores alertam sobre a eficiência da terapia nesse caso, sobretudo considerando que 
isolados da mesma espécie poderão apresentar MICs diferentes para o mesmo antifúngico. 
Ainda no mesmo estudo, entre as estirpes analisadas encontram-se cinco que foram 
obtidas de diferentes pacientes atendidos no mesmo hospital. Os autores suspeitavam que um dos 
pacientes com tinea corporis tivesse contaminado o laboratório tendo os restantes adquirido o 
fungo aquando da sua visita. Os resultados moleculares evidenciaram que apenas dois isolados 
apresentavam o mesmo genótipo sendo os restantes distintos desse e entre eles. Os autores 
concluem, assim, que esses pacientes foram contaminados por uma outra estirpe existente no 
laboratório e diferente da que foi isolada do primeiro indivíduo (suspeito de ser o foco de 
contaminação). Os resultados revelaram, ainda, que os isolados de M. canis obtidos de um gato e 
um cão atendidos no mesmo laboratório apresentavam o mesmo genótipo.  
Ao contrário dos resultados obtidos por Cano e colaboradores (2005) em que M. canis está 
descrita como altamente heterogénea, os nossos resultados apontam para uma diversidade menos 
elevada. Por outro lado, as diferenças observadas entre os nossos resultados e os de Cano e 
colaboradores (2005) poderão, elas também, dever-se à metodologia aplicada. Cano e sua equipa 
(2005) utilizaram dois ‘primers’ em reacções independentes tendo obtido uma reprodutibilidade da 
sua metodologia de 93%. A análise do dendrograma apresentado no seu trabalho permite definir 
dois ‘clusters’ com 13 e 11 isolados cada. Os isolados obtidos dos dois pacientes da mesma família 
e do seu gato agrupam-se no mesmo ‘cluster’. Paralelamente, os isolados obtidos dos cinco 
pacientes em que se suspeitava de uma infecção contraída no laboratório agrupam-se num mesmo 
‘cluster’. Esses isolados apresentam, igualmente, resultados idênticos com um dos ‘primers’ 
utilizados sendo as diferenças observadas com o outro ‘primer’ as que definiram os genótipos. Do 
nosso ponto de vista, as diferenças detectadas entre esses isolados assim como as observadas 
entre os isolados obtidos dos membros da mesma família e do seu gato poderão estar sobre-
estimadas, não se tendo em conta a microevolução que o isolado poderá sofrer quando muda de 
hospedeiro tal como sugerido por Baeza et al. (2006). Todavia, Cano e colaboradores (2005) 
aconselham prudência na interpretação dos seus resultados devido ao tamanho reduzido da 
amostra. Uma análise incluindo mais isolados será importante para clarificar essa situação.  
Como observado na literatura, a descrição da espécie M. canis como muito homogénea 
contrasta com a sua descrição como possuindo uma elevada diversidade. Os nossos resultados 
apontam para uma diversidade reduzida (D= 0,56) com uma distribuição heterogénea dos isolados 
com predominância do tipo II (64%) como revelado pelo índice de diversidade de Shannon 
(J’= 0,76).  
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3.2.2.5. Microsporum audouinii 
No dendrograma apresentado na Fig. 19 estão representados todos os isolados da espécie 
M. audouinii incluídos neste estudo. Este dendrograma foi construído com base na análise dos 
dados de ‘PCR-fingerprinting’ obtidos para os três ‘primers’ [csM13, (GACA)4 e (GTG)5] e permitiu a 
definição de três tipos (I, II e III). 
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Figura 19- Dendrograma representando a espécie Microsporum audouinii, baseado nos perfis de 
‘PCR-fingerpriting’ e construído utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método 
de aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA).  
 
O tipo I é formado por 43% dos isolados de M. audouinii (10/23) e provêm de infecções do 
couro cabeludo de crianças. Dois dos isolados apresentam semelhança superior a 98% tendo sido 
considerados como idênticos, uma vez que esse valor corresponde ao limite de reprodutibilidade 
das técnicas utilizadas. 
O tipo II, que se agrupa a 81,5% com o tipo I, é constituído por apenas um isolado obtido 
da infecção do couro cabeludo de uma criança de três anos que frequenta uma creche. Um outro 
isolado com as mesmas informações (menino de três anos que frequenta uma creche) faz parte do 
tipo I. As datas de recolha destes dois isolados distam apenas uma semana mas os dados 
disponíveis, por si só, não permitem relacionar os isolados pois não referem se se trata da mesma 
creche ou da mesma criança. 
No caso de os dois isolados pertencerem ao mesmo paciente esses deverão pertencer ao 
mesmo tipo, embora pudesse ser observada alguma variabilidade consequente da microevolução. 
Nesse caso, o nível de corte para se definirem os tipos passaria a 81,5%; todavia, devido à 
ausência de dados mais específicos relativos a esses dois isolados e à reduzida probabilidade de 
que a microevolução conduzisse a tal variabilidade no espaço de uma semana, foi tomada a 
decisão de manter o nível de corte de 82,5%.  
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O tipo III agrupa 12 dos 23 isolados de M. audouinii (52%), provenientes na sua maioria 
do couro cabeludo de crianças infectadas. Neste tipo, três isolados agrupam-se a um nível de 
semelhança superior a 98% e foram recolhidos de duas crianças (um rapaz e uma rapariga) e de 
um adulto de 68 anos. Tendo em conta que M. audouinii é responsável por alguns surtos 
(Haedersdal et al., 2003), os três indivíduos poderão pertencer à mesma família ou frequentar o 
mesmo local. No entanto, mais uma vez os dados disponíveis acerca dos isolados são insuficientes 
para retirar conclusões. 
Os índices de diversidade de Simpson (0,56) e Shannon (0,76), revelam a reduzida 
variabilidade combinada com uma elevada heterogeneidade de distribuição para o conjunto de 
isolados.  
 
3.2.2.6. Microsporum gypseum 
O dendrograma apresentado na Fig. 20 representa as relações entre os isolados da espécie 
M. gypseum com base na metodologia de ‘PCR-fingerprinting’ com os três ‘primers’. 
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Figura 20- Dendrograma representando a espécie Microsporum gypseum, baseado nos perfis de ‘PCR-
fingerprinting’ e construído utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o método de 
aglomeração baseado na distância média não ponderada (UPGMA).  
 
Considerando o nível de corte de 82,5% observam-se seis tipos em que a maioria é 
constituída por um único isolado. De facto, apenas os tipos I e IV contêm dois isolados. O tipo I 
agrupa-se a um nível de semelhança de ~66% com o único isolado do tipo II. Desses dois isolados, 
um corresponde à estirpe de referência de A. gypseum CECT 2908 que está depositado na colecção 
belga como M. gypseum (anamórfica). 
O tipo II é constituído por apenas um isolado que provém da face de uma rapariga de oito 
anos, paciente da ARSLVT, e agrupa-se a ~54% de semelhança com o tipo III.  
Os tipos IV e V agrupam-se com os três primeiros a um nível de semelhança de ~42%. O 
tipo IV é constituído por dois isolados obtidos da ARSLVT, enquanto o representante do tipo V é a 
estirpe de referência A. gypseum CECT 2990. 
O tipo VI formado por um isolado obtido do pé de um paciente com 62 anos agrupa com os 
restantes a um nível inferior a 40%. 
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Kawasaki et al. (1990) detectaram um polimorfismo reduzido (não significativo) em 
A. gypseum aquando da análise dos perfis RFLP do mtDNA. Os autores sugerem que tal 
polimorfismo não poderá ser útil em estudos epidemiológicos. 
Kano et al. (1997b), após amplificação do DNA genómico de várias espécies de 
Arthroderma (A. gypseum, A. fulvum, A. incurvatum, A. grubyi, A. otae e A. racemosum), 
observaram padrões espécie-específicos tendo detectado, ainda, ligeiras diferenças entre os perfis 
dos dois ‘mating types’ de A. gypseum, A. fulvum e A. incurvatum. 
Esses resultados contrastam com os obtidos na presente investigação em que a espécie 
M. gypseum apresenta uma variabilidade e heterogeneidade muito elevadas (D=0,96 e J’=0,96). 
As divergências observadas entres os nossos resultados e os de autores supracitados poderá 
dever-se à metodologia aplicada. De facto, a mesma não parece muito adequada para a 
diferenciação dos dermatófitos, como já foi discutido anteriormente neste subcapítulo. 
 
Da análise de todos os dendrogramas dois factos principais são de referir. O primeiro 
relaciona-se com as estirpes do ‘cluster’ I de A. benhamiae (Fig. 15) e os isolados da espécie 
M. gypseum (Fig. 20). Estes dois grupos apresentam as semelhanças mais reduzidas entre os 
isolados analisados. Tal poderá dever-se à reduzida dimensão da amostra ou a explicação mais 
plausível parece estar relacionada com o estado teleomórfico que permite aos isolados dessas 
espécies uma reprodução sexuada que conduz a uma maior diversidade genómica. 
A outra observação prende-se com o facto de, com a excepção de M. audouinii (Fig. 19), as 
espécies antropofílicas T. rubrum (Fig. 14), T. tonsurans (Fig. 16) e T. violaceum (Fig. 17), nas 
quais nenhum estado teleomórfico está descrito, apresentarem o maior número de isolados com 
mais de 98% de semelhança entre si (ca. 59% para T. rubrum e 100% para as restantes). Como 
referido anteriormente, esses resultados estão de acordo com o nicho ecológico que favorece a 
clonalidade destas espécies (Gupta et al., 2001a). 
Finalmente, um historial clínico pormenorizado dos pacientes, incluindo possíveis relações 
familiares ou institucionais, permitiria uma melhor análise dos resultados de ‘PCR-fingerprinting’, 
sobretudo para os que agrupam a um nível de semelhança igual ou superior a 98%. 
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3.3. PESQUISA DE GENES DE VIRULÊNCIA 
 
Embora já em 1988 Isenberg tenha afirmado que “o microbiologista clínico moderno que 
pergunta o que significa virulência deparar-se-á com desprezo e provavelmente será declarado herético, 
independentemente das suas convicções”, ainda hoje em dia o termo virulência continua a ser muitas 
vezes utilizado como sinónimo de patogenicidade.  
Assim, no presente estudo, e tal como definido por Mundy e colaboradores (2000), os 
factores de virulência serão considerados como moléculas que aumentam a capacidade do 
microrganismo provocar doença e que diferem das características intrínsecas à espécie. Por outras 
palavras, a virulência será considerada como a severidade da doença (quantitativa) enquanto a 
patogenicidade corresponderá à capacidade de o microrganismo induzir a doença (qualitativa). 
Os estudos sobre os mecanismos fisiopatológicos dos dermatófitos são raros, sabendo-se 
no entanto que, como nos outros fungos filamentosos, a germinação dos conídios dos dermatófitos 
pode ser dividida em três etapas: 1- a activação induzida por factores ambientais; 2- crescimento 
isotrópico (dilatação do conídio) e 3- crescimento polarizado (Liu et al., 2007). A germinação dos 
conídios (considerados como a forma mais infecciosa dos dermatófitos) é acompanhada pela 
libertação de enzimas proteolíticas e lipolíticas que, juntamente com a força mecânica, permitem a 
invasão do stratum corneum (Duek et al., 2004). 
Vários autores descreveram a produção de proteases por diversas espécies de dermatófitos 
(Yu et al., 1972; Schaufuss et al., 2003; Viani et al., 2001) e outros investigadores relacionaram a 
capacidade de produzir essas enzimas, sobretudo as queratinases, com a virulência dos 
dermatófitos (Monod et al., 2002). Estudos recentes realizados por Jousson e colaboradores 
(2004a) em três espécies (M. canis, T. mentagrophytes e T. rubrum) demonstraram, após testes 
de inibição, que a actividade proteolítica correspondia à produção de metaloproteases e proteases 
de serina.  
Até à data, exceptuando as famílias de genes que codificam para metaloproteases (MEP) e 
proteases de serina (subtilisinas; SUB), descritas por três grupos de investigadores (Brouta et al., 
2002; Descamps et al., 2002; Jousson et al., 2004a e b), apenas duas leucina aminopeptidases 
(ruLap1 e ruLap2) e duas dipeptidil-peptidases (ruDppIV e ruDppV), produzidas por T. rubrum, 
foram caracterizadas ao nível génico (Monod et al., 2005). Das proteases codificadas pelos genes 
que constituem essas duas famílias (MEP e SUB) apenas MEP3, SUB3 e SUB4 foram caracterizadas, 
mas o seu verdadeiro papel na virulência nos dermatófitos permanece desconhecido. 
O facto de algumas metaloproteases e subtilisinas serem produzidas em experiências 
in vivo conduziu alguns autores à conclusão que as mesmas poderão estar associadas à virulência 
dos dermatófitos (Brouta et al., 2002; Descamps et al., 2002). Para investigar a relação putativa 
entre a virulência (patogenicidade) e os genes da família das metaloproteases (MEP) e da família 
das subtilisinas (SUB) procedeu-se à pesquisa destes genes nos isolados incluídos no presente 
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estudo. Os ‘primers’ utilizados para a realização do ‘screening’ dos genes MEP e SUB foram 
desenhados com base nas sequências nucleotídicas dos genes codificantes para as metaloproteases 
e proteases de serina nas espécies A. benhamiae, M. canis e T. rubrum.  
Os ‘primers’ desenvolvidos a partir das sequências de M. canis foram utilizados para 
amplificar os genes MEP e SUB nos isolados da espécie M. audouinii, espécie descrita como muito 
relacionada com M. canis (Gräser et al., 2000b), e nos isolados da espécie M. gypseum, membro 
do género Microsporum, assim como em A. cajetani, estado teleomórfico de M. cookei. Visto que 
nenhuma sequência para os genes SUB4-7 foi descrita nas espécies do género Microsporum, 
utilizaram-se os ‘primers’ obtidos a partir das sequências de A. benhamiae e T. rubrum para 
pesquisar os referidos genes nos isolados desse género. 
Para os isolados da espécie T. mentagrophytes sensu lato, os ‘primers’ utilizados para a 
detecção dos genes MEP e SUB foram os obtidos a partir das sequências de A. benhamiae. Os 
mesmos ‘primers’ foram aplicados para amplificar os referidos genes na espécie T. tonsurans, 
descrita como muito relacionada com a primeira (Gräser et al., 1999a) e na qual foi identificado um 
gene ALP1 que apresenta uma semelhança de 90% com o gene SUB6 de A. benhamiae (Bhathena 
et al., 2005). Esses ‘primers’ foram ainda utilizados para a amplificação dos genes na espécie 
T. verrucosum, descrita como relacionada com T. mentagrophytes (Gräser et al., 1999a; Gräser 
et al., 2000a). 
Nas espécies T. megninii, T. soudanense e T. violaceum, descritas como relacionadas com 
T. rubrum, os ‘primers’ obtidos com base nas sequências desta última espécie foram utilizados 
para a amplificação dos genes SUB e MEP (Gräser et al., 2000c). 
Relativamente às espécies E. floccosum, A. uncinatum e a sua anamórfica T. ajelloi, assim 
como para A. quadrifidum (teleomórfica de T. terrestre), foram utilizados os ‘primers’ 
desenvolvidos a partir das espécies M. canis, T. rubrum e A. benhamiae. 
Neste estudo, realizado para detectar a presença dos potenciais genes de virulência MEP e 
SUB, 19% (45/233) dos isolados possuem os 12 genes analisados (cinco genes MEP e sete genes 
SUB). Estes isolados são na sua maioria membros de T. mentagrophytes sensu lato e incluem 
isolados de piscina (utentes e equipamentos), isolados de Marrocos, isolados da ARSLVT, assim 
como as estirpes de referência A. benhamiae (CECT 2793, CECT 2891, CECT 2892T, CECT 2894, 
CECT 2895, CECT 2896, CECT 2897, CECT 2898 e CECT 2921), A. vanbreuseghemii (CECT 2902) e 
T. mentagrophytes var. nodulare (CECT 2959) re-identificada pelos métodos moleculares como 
T. rubrum (ponto 3.1.).  Relativamente aos isolados em que não foi possível detectar nenhum dos 
genes, e que representam 9% (21/233) dos isolados analisados, estes pertencem às espécies 
T. mentagrophytes (14 isolados), T. rubrum (quatro isolados) e M. gypseum (um isolado) obtidos 
da piscina (utentes e equipamentos) e da ARSLVT, bem como às estirpes de referência 
A. vanbreuseghemii (CECT 2900) e T. mentagrophytes var. interdigitale (CECT 2958). Para 
confirmar que não se tratava de falsos negativos (inibição da reacção de PCR), procedeu-se à 
amplificação, com sucesso, da região TR descrita por Bock e colaboradores (1994).  
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3.3.1. GENES DAS METALOPROTEASES 
Foi pesquisada a presença dos genes codificantes para as cinco metaloproteases (MEP1-5) 
nos 233 isolados (incluindo 28 estirpes de referência). Os produtos de amplificação obtidos 
corresponderam às dimensões esperadas (Tabela 5) e os resultados (positivo/negativo) obtidos 
para cada isolado apresentam-se nos Anexos 1 a 8.  
Entre os isolados analisados, observa-se que pelo menos um gene MEP foi amplificado para 
os isolados de diferentes proveniências. Paralelamente, todas as espécies analisadas possuem pelo 
menos um dos genes que codificam para as metaloproteases (Fig. 21). Quase metade dos isolados 
deste estudo [44% (103/233)] apresenta os cinco genes que codificam para as metaloproteases 
pesquisadas (MEP1-5). Esses isolados pertencem às espécies E. floccosum, M. audouinii, M. canis, 
T. mentagrophytes sensu lato e T. tonsurans, e incluem estirpes de referência A. benhamiae 
(CECT 2793, CECT 2891, CECT 2892T, CECT 2894, CECT 2895, CECT 2896, CECT 2897, CECT 2898 
e CECT 2921), A. vanbreuseghemii (CECT 2902) e T. rubrum [T. mentagrophytes var. nodulare] 
(CECT 2959). Observa-se ainda que as espécies relacionadas com a presença dos cinco genes MEP 
são as responsáveis pela maioria das infecções registadas no mundo (Seebacher et al., 2008). 
Estes resultados apontam para um papel muito importante destas metaloproteases durante a 
infecção, facto corroborado pela ausência destes cinco genes em apenas 30 dos isolados testados 
(13%). Esses isolados incluem as estirpes de referência T. mentagrophytes var. erinacei 
(CECT 2956T), T. mentagrophytes var. goetzii (CECT 2957), T. mentagrophytes var. interdigitale 
(CECT 2958), A. vanbreuseghemii (CECT 2900), assim como isolados de M. gypseum, 
T. mentagrophytes sensu lato, T. rubrum e T. soudanense.  
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Figura 21- Distribuição dos genes MEP pelas espécies analisadas. 
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Após ‘screening’ da colecção de dermatófitos, os resultados mostraram ainda que dos 58% 
(134/233) dos isolados que possuem o gene MEP1, apenas um isolado da espécie T. rubrum e 
espécies com ela relacionadas possui o referido gene. Esse isolado corresponde à estirpe 
CECT 2959 (obtida como T. mentagrophytes var. nodulare). O presente estudo mostrou ainda que 
o gene MEP1 foi detectado em isolados de M. canis (96%; 27/28), M. audouinii (96%; 22/23), 
M. gypseum (63%; 5/8) e A. cajetani (50%; 1/2), assim como em isolados das espécies 
T. mentagrophytes sensu lato (67%; 65/97), T. tonsurans (92%; 11/12), T. verrucosum (100%; 
1/1) e E. floccosum (33%; 1/3). A elevada incidência do referido gene na colecção de isolados 
testada aponta para um provável papel da proteína por ele codificada durante os primeiros estádios 
da infecção e/ou estádios mais tardios, uma vez que no seu estudo, Brouta e colaboradores (2002) 
não detectaram a proteína MEP1 durante as suas experiências de infecção em porquinhos-da-índia 
após 14 e 21 dias. Por sua vez, Jousson e sua equipa (2004a) detectaram essa mesma proteína 
(MEP1) em T. rubrum após 10 dias num meio promotor da actividade proteolítica dos dermatófitos 
(contendo soja como única fonte de azoto), apesar de MEP1 não ter sido a proteína 
maioritariamente produzida. 
A espécie antropofílica T. rubrum, responsável por um grande número de infecções nos 
Estados Unidos da América e na Europa (Seebacher et al., 2008) e considerada como estando bem 
adaptada aos humanos (por não provocar reacção inflamatória durante a infecção), parece não 
possuir o gene que codifica para MEP1 (exceptuando a estirpe CECT 2959), tendo em conta os 
resultados negativos de amplificação por PCR. Existe, de facto, uma relação inversa entre o grau 
de inflamação e a duração da infecção: quanto mais inflamatórias são as lesões, menos persistem 
no hospedeiro. No ser humano, os dermatófitos zoofílicos e geofílicos têm tendência a provocar 
lesões mais inflamatórias e menos persistentes do que as provocadas pelos dermatófitos 
antropofílicos (Brouta et al., 2001a). 
Os resultados negativos obtidos para os isolados de T. rubrum poderão estar relacionados 
com os ‘primers’ utilizados para amplificar MEP1 ou com a presença de algum inibidor da Taq 
polimerase nas reacções de PCR. Essa última hipótese não parece plausível uma vez que foi 
possível obter amplicões (e.g. MEP3, região TR do rDNA) para isolados negativos para MEP1. Por 
outro lado, a comparação das sequências aminoacídicas da proteína MEP1 nas espécies T. rubrum, 
T. mentagrophytes e M. canis revelou uma semelhança superior a 91% (Jousson et al., 2004a). 
Tendo em consideração a elevada semelhança inter-específica das sequências de MEP1 o mesmo 
se deverá passar entre os isolados da mesma espécie. No entanto, devido ao fenómeno de 
maturação do mRNA (‘splicing’) nos eucariotas e à redundância do código genético, essa elevada 
semelhança proteica não corresponde necessariamente a uma elevada semelhança génica, pelo 
que a não detecção do gene MEP1 em T. rubrum e espécies relacionadas poderá dever-se a uma 
variabilidade nas sequências deste gene entre os isolados. Dessa forma os ‘primers’ utilizados 
poderão não ter sido os adequados para a maioria dos isolados de T. rubrum analisados. 
Tani e colaboradores (2007) avaliaram a produção de citocinas por queratinócitos 
epidermais humanos co-cultivados com micélio de T. mentagrophytes, T. rubrum e T. tonsurans. 
Os autores observaram que os queratinócitos cultivados com T. rubrum, T. tonsurans e estirpes 
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antropofílicas de T. mentagrophytes produziam quantidades reduzidas de citocinas. Por outro lado, 
as estirpes zoofílicas de T. mentagrophytes induziram uma forte produção de citocinas por parte 
dos queratinócitos. Paralelamente, os autores cultivaram estirpes mortas de dermatófitos com os 
queratinócitos, tendo sido notada a ausência de produção de citocinas. Esses resultados pareciam 
indicar que a produção de citocinas não dependia do contacto entre as moléculas de superfície dos 
dermatófitos e os queratinócitos, tratando-se de uma resposta a uma substância activamente 
produzida por estes fungos. No entanto, a colocação de um filtro de policarbonato entre os 
dermatófitos e os queratinócitos impediu estes últimos de produzir as citocinas. Assim, a produção 
de citocinas parece ser a resposta a um contacto directo entre dermatófitos e queratinócitos 
associado à produção de uma substância bioactiva pelos fungos. MEP1 poderá constituir a proteína 
solúvel que induz a produção das citocinas e estando o gene MEP1 pouco representado na espécie 
T. rubrum a sua “perda” poderá estar associada a um mecanismo de evasão ao sistema imunitário 
humano, facilitando, por isso, o estabelecimento e a permanência do fungo no hospedeiro. 
No presente estudo foram analisados isolados de uma segunda espécie, T. tonsurans, 
igualmente antropofílica e considerada como bem adaptada ao ser humano. Os resultados relativos 
à presença do gene MEP1 revelaram a sua detecção em 92% dos isolados analisados (11/12). 
Esses resultados estão em contradição com os obtidos para a espécie T. rubrum, pelo que a 
associação da ausência da proteína MEP1 com um mecanismo de evasão ao sistema imunitário 
necessita de comprovação. Isto considerando que essa proteína é produzida por T. tonsurans. No 
seu estudo Jousson e colaboradores (2004a) revelaram que embora o isolado de T. rubrum, 
incluído no trabalho, possuísse o gene MEP1 a sua expressão foi muito reduzida. Mais tarde Giddey 
e colaboradores (2006) analisaram as proteínas secretadas por T. rubrum e T. tonsurans em meio 
contendo soja com única fonte de azoto, não tendo detectado a proteína MEP1 no secretoma de 
nenhuma das duas espécies. Outros autores identificaram com sucesso o gene MEP1 em isolados 
da espécie T. tonsurans (Bhathena et al., 2005). Os nossos resultados associados aos de 
Giddey et al. (2006) e de Bhathena et al. (2005) permitem-nos afirmar que, embora o gene MEP1 
tenha sido detectado na maioria dos isolados de T. tonsurans analisados, a sua não expressão 
mantém válida a hipótese de este estar relacionado com um processo de evasão ao sistema 
imunológico.  
No estudo de Wang e colaboradores (2006), os autores inocularam micélio de T. rubrum 
em meio YPG (extracto de levedura 10 g/l; peptona 20 g/l; glucose 10 g/l) com o objectivo de 
construir um banco genómico de cDNA. Observou-se que dos genes das metaloproteases 
investigadas no presente estudo apenas o cDNA da MEP1 foi detectado pela equipa de Wang 
(2006). Todavia, a avaliação da expressão do gene MEP1 não foi quantitativa mas apenas 
qualitativa. A não detecção do cDNA das restantes proteases poderá dever-se ao meio de cultura 
escolhido para a experiência. De facto, Maranhão e colaboradores (2007) afirmaram que a 
presença de glucose inibe a produção de enzimas de T. rubrum com a capacidade de hidrolisar o 
pêlo de porquinhos-da-índia. Outros autores afirmam que a disponibilidade de metabolitos 
facilmente utilizáveis (e.g. glucose, aminoácidos) inibe a produção de proteases por T. rubrum 
(Meevootisom et al., 1979; Apodaca et al., 1989b).  
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Relativamente às outras espécies em que o gene MEP1 não foi detectado, as três 
antropofílicas (T. megninii, T. soudanense e T. violaceum) estão relacionadas com a espécie 
T. rubrum pelo que a ausência desse gene não é surpreendente. Outros autores analisaram as 
proteínas secretadas por T. rubrum, T. violaceum e T. soudanense não tendo detectado a presença 
da proteína MEP1 em nenhum meio após crescimento de isolados de qualquer das três espécies 
supracitadas (Giddey et al., 2006). Estes últimos resultados estão de acordo com os obtidos no 
presente trabalho. No entanto, Giddey et al. (2007) ao analisarem as proteínas expressas por duas 
estirpes de T. rubrum e uma de T. violaceum, em meio contendo soja como única fonte de azoto, 
detectaram em reduzida concentração a proteína MEP1 no sobrenadante de T. rubrum e 
T. violaceum, indicando que a não expressão de um gene não implica necessariamente a sua 
ausência numa espécie. A reduzida expressão de MEP1 observada por esses autores não está em 
contradição com o facto de MEP1 ser um alvo do sistema imunológico humano. 
As espécies geofílicas A. quadrifidum e A. uncinatum/T. ajelloi parecem não possuir o gene 
MEP1. Contrariamente às espécies antropofílicas que estão associadas com uma baixa reacção 
inflamatória, as espécies geofílicas provocam uma forte reacção. No entanto, as espécies 
analisadas na presente investigação foram raramente descritas como agentes causadores de 
dermatofitias em humanos. Tendo em conta essa característica e o facto da proteína MEP1 poder 
constituir um alvo do sistema imunitário, a sua não detecção poderá estar associada com a 
inadequação dos ‘primers’ utilizados ou com o reduzido número de isolados analisados.  
Para os isolados cuja informação foi disponibilizada, foi ainda analisada a ocorrência do 
gene MEP1 relativamente ao género em estudo (i.e. Microsporum e Trichophyton), ao sexo dos 
pacientes, ao local de recolha (piscina ou infecção humana), à idade dos pacientes [jovens (até 18 
anos), adultos de (19 a 60 anos) e seniores (a partir de 60 anos)] e ao tipo de infecção causada 
pelos dermatófitos estudados (tinea barbae/faciei, tinea capitis, tinea corporis, tinea cruris, tinea 
manuum, tinea pedis e tinea unguium). Os resultados revelaram que MEP1 foi encontrado num 
maior número de isolados de Microsporum relativamente a Trichophyton (P<0,05) e que um 
número elevado de isolados obtidos de pacientes de sexo feminino são positivos para este gene, 
relativamente aos obtidos de pacientes de sexo masculino (P<0,05). Paralelamente, o referido 
gene está mais associado a isolados obtidos de jovens (P<0,05) e de lesões de tipo tinea capitis e 
tinea corporis (P<0,05) não se tendo detectado nenhuma diferença, estatisticamente significativa, 
relativamente ao local de recolha dos isolados. A análise do risco (cálculo de ‘odd ratios’) associado 
à presença do gene MEP1, nos isolados incluídos neste estudo, revelou que esse é superior em 
lesões do tipo tinea corporis (OR=4,45; 95% IC, 1,51 a 13,10) ou tinea capitis (OR=5,76; 95% IC, 
2,30 a 14,42) relativamente a tinea pedis. 
O gene MEP2 foi detectado em 76% (178/233) dos isolados e apenas a espécie geofílica 
A. quadrifidum parece não o possuir, tendo sido ainda amplificado em pelo menos 50% dos 
isolados das espécies em análise. Assim, foi possível detectar MEP2 em todos os isolados das 
espécies T. tonsurans, T. megninii, A. uncinatum/T. ajelloi, T. verrucosum e E. floccosum. Por sua 
vez, 89% (25/28) dos isolados da espécie M. canis e 87% (20/23) dos da espécie M. audouinii 
foram positivos para MEP2. Relativamente a T. rubrum 78% (36/46) dos isolados possuem o gene 
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MEP2, enquanto que em T. mentagrophytes sensu lato o referido gene foi detectado em 69% 
(67/97) dos isolados. Paralelamente, 63% e 57% dos isolados de M. gypseum (5/8) e T. violaceum 
(4/7), foram positivos para esse gene. Detectou-se ainda o gene MEP2 em 50% dos isolados das 
espécies A. cajetani e T. soudanense representadas por dois isolados cada.  
Observou-se ainda que num dos isolados de T. soudanense, proveniente da ARSLVT 
(responsável por tinea capitis), dos cinco genes codificantes para as metaloproteases, MEP2 foi o 
único detectado. O mesmo foi observado nas espécies geofílicas A. uncinatum/T. ajelloi. Estas 
últimas espécies não são normalmente associadas a dermatofitias embora existam pelo menos dois 
casos registados de infecção por T. ajelloi (Presbury et al., 1978; Alvarez et al., 1982). Salienta-se, 
ainda, o facto de MEP2 ter sido detectado em 13 das 14 espécies analisadas (com a excepção da 
geofílica A. quadrifidum), fazendo deste gene de metaloprotease o representado no maior número 
de espécies analisadas (Fig. 21).  
Os resultados obtidos na presente investigação (especialmente relativamente a 
A. uncinatum/T. ajelloi) conjuntamente com o facto de a proteína MEP2 ter sido detectada durante 
experiências in vivo (Brouta et al., 2002), apontam para a sua elevada importância, embora 
Jousson e colaboradores (2004a) não tenham detectado essa protease em meio contendo soja 
como única fonte de azoto inoculado com T. mentagrophytes, T. rubrum e M. canis. No entanto, 
Giddey e colaboradores (2007) detectaram a protease codificada pelo gene MEP2 em meio 
inoculado com T. violaceum e contendo soja como única fonte de azoto. Por sua vez, Kano e sua 
equipa (2005) detectaram o mRNA do gene MEP2 em meio com cabelo inoculado com A. gypseum, 
mRNA esse que não foi detectado após crescimento em meio Sabouraud. Estes factos sugerem que 
a expressão do referido gene foi induzida pela presença de um dos constituintes do cabelo, 
podendo codificar para uma enzima proteolítica com um papel na degradação desse constituinte 
permitindo, assim, o estabelecimento do fungo. No entanto, este gene ainda não se encontra 
caracterizado, pelo que o seu verdadeiro papel continua por definir. A importância que MEP2 
parece ter torna necessária a análise de um número mais elevado de isolados de A. quadrifidum, 
visto esta espécie ser a única em que o gene MEP2 não foi detectado. 
O gene MEP2 existe independentemente do género e da idade dos pacientes dos quais os 
isolados foram obtidos, enquanto a sua presença parece estar mais relacionada com isolados 
recolhidos de pacientes do sexo feminino (P<0,05) e com isolados obtidos de infecções em 
humanos comparativamente aos obtidos na piscina Penha de França (P<0,05). Simultaneamente, o 
gene MEP2 foi mais detectado em isolados obtidos das lesões do tipo tinea barbae/faciei, tinea 
capitis, tinea corporis, tinea manuum e tinea cruris relativamente aos isolados obtidos de tinea 
pedis e tinea unguium. Por sua vez, o risco associado à presença deste gene parece maior em 
isolados recolhidos em pacientes infectados em relação aos obtidos da piscina Penha de França 
(OR=5,36; 95% IC, 1,60 a 17,91) e é superior em lesões do tipo tinea corporis (OR=11,94; 
95% IC, 1,49 a 95,63) ou tinea capitis (OR=3,26; 95% IC, 1,16 a 9,11) relativamente a tinea 
pedis. 
O gene MEP3 foi amplificado em 78% (181/233) dos isolados estudados correspondentes a 
11 espécies. Foi obtido um amplicão para todos os isolados das espécies E. floccosum, 
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A. quadrifidum, T. violaceum, T. tonsurans e T. megninii incluídos neste estudo. Simultaneamente, 
foram observados produtos de amplificação do gene MEP3 para 91%, 83%, 79%, 72%, 63% e 
50% dos isolados das espécies M. audouinii (21/23), T. rubrum (38/46), M. canis (22/28), 
T. mentagrophytes sensu lato (70/97), M. gypseum  (5/8) e A. cajetani (1/2). Para os isolados das 
espécies T. soudanense, A. uncinatum/T. ajelloi e T. verrucosum não foi obtida qualquer 
amplificação deste gene. 
A protease codificada por MEP3 foi detectada in vivo durante a infecção de porquinhos-da-
índia (Brouta et al., 2002), sendo também uma das proteases maioritariamente secretadas por 
M. canis, T. mentagrophytes e T. rubrum em meio contendo soja como única fonte de azoto 
(Jousson et al., 2004b). A sua caracterização mostrou que possui actividades elastinolítica, 
colagenolítica e queratinolítica e apresenta um pH óptimo de 8,0, embora apresente uma 
actividade superior a 80% entre pH 6,0 e pH 9,0 (Brouta et al., 2001b). 
Devido à constituição da pele, as actividades proteolíticas de MEP3 constituem uma 
ferramenta essencial para estes fungos, apesar de o pH óptimo da referida protease ser muito 
elevado relativamente ao pH da pele (~5,0). No entanto, algumas proteases com pH óptimo ácido 
têm sido isoladas de meios com dermatófitos (Sekiguchi et al., 1989; Tsuboi et al., 1989). Essas 
enzimas actuam sobre as proteínas presentes na pele com a respectiva libertação de iões de 
amónio tornando o meio alcalino, podendo o pH ultrapassar 9,0 (Kunert, 2000). Desta forma, o 
aumento do pH do meio criará um ambiente favorável para MEP3 degradar o seu substrato, 
especialmente sabendo que esta protease atinge a sua actividade máxima após oito ou 11 dias de 
crescimento em meio com queratina felina, consoante se trate de actividade queratinolítica e 
colagenolítica ou elastinolítica (Brouta et al., 2001b). O mesmo foi observado por Maranhão e 
colaboradores (2007) que descreveram um aumento do pH do meio mínimo inoculado com 
T. rubrum e suplementado com queratina (de 5 para 8,4), observando ainda que o fungo, numa 
fase inicial, activa as proteases com pH óptimo ácido reprimindo as que possuem actividade óptima 
a pH alcalino. Como resposta adaptativa ao aumento do pH descrito, T. rubrum reprime as 
proteases com actividade óptima a pH ácido activando as que possuem pH óptimo alcalino.  
A elevada incidência do gene MEP3 na colecção analisada no presente estudo, associada às 
actividades atribuídas a esta proteína, à indução da sua produção pela queratina (Brouta et al., 
2001b) e ao facto de ser uma das proteases mais secretadas (Jousson et al., 2004b), tornam 
evidente a sua importância durante o processo infeccioso. No entanto, Giddey e colaboradores 
(2007) após análise dos sobrenadantes de duas estirpes de T. rubrum e uma de T. violaceum, 
inoculadas em meio com soja como única fonte de azoto, observaram que MEP3 era secretada 
apenas pela primeira espécie enquanto na segunda não detectaram essa proteína. Na colecção de 
isolados do presente trabalho, entre as espécies analisadas, apenas A. uncinatum/T. ajelloi, 
T. soudanense e T. verrucosum, representadas por poucos isolados, parecem não possuir este 
gene. A ausência de MEP3 nessas espécies poderá estar relacionada com o reduzido número de 
isolados analisados.  
Em caso de ausência efectiva deste gene nessas espécies, e considerando as suas 
actividades proteolíticas, é provável que o mesmo seja substituído por outro codificando para uma 
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proteína com actividades semelhantes a MEP3, sobretudo relativamente à actividade 
queratinolítica, que lhe permitirá degradar um dos constituintes maioritários da pele do hospedeiro.  
O estudo estatístico referente à ocorrência de MEP3 relativamente aos géneros em estudo, 
local de recolha, tipo de infecção, sexo dos pacientes ou sua idade não revelou qualquer diferença 
estatisticamente significativa entre os isolados analisados. 
A presença do gene MEP4 verificou-se em 62% (145/233) dos isolados testados, mas nas 
espécies T. megninii, T. soudanense, A. quadrifidum, A. uncinatum/T. ajelloi e A. cajetani não foi 
observado. Como estas espécies estão pouco representadas na colecção estudada, apenas um ou 
dois isolados por espécie, a sua não detecção poderá dever-se a esse reduzido número. Por sua 
vez, o gene MEP4 foi detectado em todos os isolados de M. audouinii, T. tonsurans e 
T. verrucosum. Foi ainda possível obter amplificação de MEP4 para a maioria dos isolados (96%; 
27/28) de M. canis enquanto esse gene foi detectado em 69%, 33% 25%, 24% e 14% dos 
isolados das espécies T. mentagrophytes sensu lato (67/97), E. floccosum (1/3), M. gypseum 
(2/8), T. rubrum  (11/46) e T. violaceum (1/7), respectivamente.  
Em relação ao local de recolha ou ao sexo dos pacientes, nenhuma diferença 
estatisticamente significativa foi encontrada entre os isolados relativamente ao gene MEP4. Este 
último foi ainda mais detectado em isolados do género Microsporum relativamente a Trichophyton 
(P<0,05) e em isolados obtidos de pacientes jovens e adultos em comparação com os obtidos de 
pacientes seniores (P<0,05). Por sua vez, uma diferença significativa (P<0,05) foi observada entre 
os isolados obtidos de lesões do tipo tinea barbae/faciei, tinea pedis, tinea unguium e tinea cruris 
em que MEP4 foi mais detectado, relativamente aos obtidos de tinea capitis, tinea corporis e tinea 
manuum. Paralelamente, o risco associado à presença de MEP4 parece ser superior em isolados 
obtidos de pacientes jovens relativamente aos de pacientes adultos (OR=6,61; 95% IC, 2,67 a 
16,33) e seniores (OR=6,80; 95% IC, 2,38 a 19,44) bem como em isolados provenientes de 
pacientes adultos comparativamente aos pacientes seniores (OR=2,55; 95% IC, 1,08 a 6,04). A 
presença de MEP4 parece ainda aumentar o risco em contrair lesões do tipo tinea corporis 
(OR=3,88; 95% IC, 1,25 a 11,94) e tinea capitis (OR=5,38; 95% IC, 2,03 a 14,22) relativamente 
a tinea pedis. 
Jousson e sua equipa (2004b) observaram que MEP3 e MEP4 foram as metaloproteases 
maioritariamente produzidas por M. canis, T. mentagrophytes e T. rubrum em meio de cultura 
contendo proteínas de soja como única fonte de azoto. Por outro lado, Giddey e colaboradores 
(2006) analisaram as proteínas secretadas por A. vanbreuseghemii, T. equinum, T. tonsurans, 
T. rubrum, T. soudanense e T. violaceum tendo detectado as duas proteases (MEP3 e MEP4) no 
sobrenadante de todas essas espécies, quando crescidas em meio contendo soja como única fonte 
de azoto. Os mesmos autores, em 2007, analisaram o secretoma das espécies T. violaceum e 
T. rubrum quando inoculadas em meio equivalente ao utilizado no estudo anterior. As duas 
espécies produziram níveis equivalentes da proteína MEP4, mas a protease MEP3 foi detectada 
apenas no sobrenadante de T. rubrum. Por sua vez, Maranhão e colaboradores (2007) detectaram 
mRNA correspondente a essas duas proteínas em meio com glucose ou com queratina inoculado 
PESQUISA DE GENES DE VIRULÊNCIA 
 
124 
 
com T. rubrum. Tendo em conta o nicho ecológico dessa espécie torna-se evidente que MEP3 e 
MEP4 possuem um papel efectivo durante o processo infeccioso. 
Os nossos resultados estão de acordo com os obtidos pelos autores supracitados uma vez 
que apenas duas espécies representadas por apenas dois isolados, T. soudanense e 
A. uncinatum/T. ajelloi, não possuem estes genes (MEP3 e MEP4). Nas restantes espécies, pelo 
menos um dos dois genes, MEP3 ou MEP4, foi detectado num grande número de isolados (85%; 
218/233). Estes resultados apontam para uma elevada importância das proteases por eles 
codificadas durante o processo infeccioso dos dermatófitos. 
O gene MEP5 foi detectado em 57% (133/233) dos isolados, representando oito espécies, 
mas no género Trichophyton apenas T. mentagrophytes sensu lato (63%; 61/97), T. tonsurans 
(100%; 12/12), T. verrucosum (100%; 1/1) e alguns isolados de T. rubrum (7%; 3/46) foram 
positivos. Foi ainda possível amplificar este gene num dos três isolados da espécie E. floccosum 
(33%), enquanto que para o género Microsporum, apenas não foi detectado na espécie 
teleomórfica A. cajetani estando presente em 100%, 96% e 63% dos isolados de M. canis (28/28), 
M. audouinii (22/23) e M. gypseum (5/8). Na investigação de Jousson e colaboradores (2004a), a 
proteína MEP5 não foi detectada em meio contendo soja como única fonte de azoto e inoculado 
com T. rubrum, T. mentagrophytes ou M. canis, o que poderá indicar um papel diferente em 
condições não experimentadas pelos autores. Embora o gene MEP5 tenha sido detectado em 
apenas oito das espécies analisadas, as elevadas percentagens (na sua maioria) de isolados 
positivos para este gene, em cada espécie, apontam para um papel importante desta proteína. 
Paralelamente, as espécies em que a detecção do gene foi reduzida ou ausente, com excepção de 
T. rubrum e espécies relacionadas (T. megninii, T. soudanense e T. violaceum), são as geofílicas 
A. cajetani, A. uncinatum/T. ajelloi e A. quadrifidum. É ainda de referir que, exceptuando 
T. rubrum, essas últimas espécies estão representadas nesta colecção por um número reduzido de 
isolados.  
Tal como para o gene MEP1, a pouca representatividade do gene MEP5 nos isolados de 
T. rubrum poderá estar relacionada com um sistema de evasão às defesas do organismo. No 
entanto, a análise de várias espécies dos três grupos ecológicos (geofílicos, zoofílicos e 
antropofílicos) esclarecerá o potencial papel desta protease durante o processo infeccioso. 
Tal como para o gene MEP4, a análise estatística para MEP5 não evidenciou qualquer 
diferença significativa entre os isolados relativamente ao local de recolha ou sexo dos pacientes. No 
entanto, MEP5 foi mais detectado em isolados do género Microsporum bem como em isolados 
obtidos de jovens comparativamente com os de Trichophyton (P<0,05) ou obtidos de adultos e 
seniores (P<0,05), respectivamente. Por outro lado, o risco associado à presença de MEP5 parece 
ser superior em isolados obtidos de pacientes jovens relativamente aos de pacientes adultos 
(OR=4,53; 95% IC, 2,12 a 9,68) e seniores (OR=5,39; 95% IC, 2,11 a 13,73).  
Observou-se ainda uma diferença significativa (P<0,05) entre os isolados recolhidos de 
lesões do tipo tinea capitis, tinea corporis e tinea manuum barbae/faciei, em que MEP5 foi 
detectado em número superior, em comparação com os obtidos de tinea pedis, tinea unguium e 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
125 
 
tinea cruris. O gene MEP5 parece estar associado ao aumento do risco em contrair lesões do tipo 
tinea corporis (OR=5,21; 95% IC, 1,76 a 15,45) e tinea capitis (OR=6,75; 95% IC, 2,67 a 17,02) 
relativamente a tinea pedis. 
Por sua vez, as estirpes de referência utilizadas no estudo revelaram vários perfis de 
ocorrência dos genes MEP: os cinco genes MEP1-5 foram detectados nas estirpes de A. benhamiae 
(CECT 2793, CECT 2891, CECT 2892T, CECT 2894, CECT 2895, CECT 2896, CECT 2897, CECT 2898 
e CECT 2921), A. vanbreuseghemii (CECT 2902) e T. mentagrophytes var. nodulare (CECT 2959; 
T. rubrum), enquanto A. vanbreuseghemii (CECT 2900), T. mentagrophytes var. erinacei 
(CECT 2956T), T. mentagrophytes var. goetzii (CECT 2957) e T. mentagrophytes var. interdigitale 
(CECT 2958) não possuem nenhum deles. A. uncinatum (CECT 2999) e T. ajelloi (CECT 2991) 
possuem apenas o gene MEP2; A. cajetani (CECT 20116) e A. quadrifidum (CECT 2998) o gene 
MEP3; e T. rubrum (CECT 2794) o gene MEP4. A. vanbreuseghemii (CECT 2899), E. floccosum 
(CECT 2796) e A. cajetani (CECT 2989) possuem dois genes cada, MEP2 e MEP3 para as duas 
primeiras, MEP1 e MEP2 para a última. Três genes MEP2-4 e MEP1-3 foram detectados, 
respectivamente, em A. benhamiae (CECT 2893T) e A. gypseum (CECT 2908). Nas espécies 
T. verrucosum (CECT 2992), A. benhamiae (CECT 2795) e A. gypseum (CECT 2990), apenas um 
gene não foi detectado (MEP3 para as duas primeiras e MEP4 para a última).  
Entre as estirpes de referência isoladas de infecções em humanos, sete possuem todos os 
genes que codificam para as metaloproteases (CECT 2793, CECT 2894, CECT 2895, CECT 2898, 
CECT 2921, CECT 2902 e CECT 2959), uma possui quatro genes (CECT 2795), uma dois genes 
(CECT 2796) e uma um único gene (CECT 2794). T. verrucosum (CECT 2992) isolada de infecção 
em gado tem quatro genes, enquanto T. mentagrophytes var. erinacei (CECT 2956T) isolada de 
porco-espinho não possui nenhum dos genes analisados. 
 
3.3.2. GENES DAS SUBTILISINAS 
Tal como para os genes das metaloproteases, a amplificação por PCR foi utilizada para 
realizar o ‘screening’ dos genes das proteases de subtilisina nos 205 isolados e 28 estirpes de 
referência. Após amplificação dos sete genes, as dimensões dos amplicões obtidos corresponderam 
ao esperado (Tabela 5) e os resultados (positivo/negativo) obtidos para cada isolado apresentam-
se nos Anexos 1 a 8.  
Os resultados mostraram que, nas condições testadas, não foi possível amplificar nenhum 
dos genes que codificam para as subtilisinas em 14% (33/233) dos isolados, enquanto que em 
27% (64/233) todos os genes foram detectados. Os resultados mostraram ainda que 65% 
(151/233) dos isolados, pertencentes a oito espécies num total de 15, possuem o gene SUB1 
(Fig. 22). Com a excepção das espécies T. soudanense e E. floccosum, o gene foi detectado nas 
restantes espécies antropofílicas [T. rubrum (50%; 23/46), T. megninii (100%; 1/1), T. tonsurans 
(100%; 12/12), T. violaceum (43%; 3/7) e M. audouinii (91%; 21/23)] e zoofílicas [T. verrucosum 
(100%; 1/1), M. canis (79%; 22/28)], enquanto que nenhuma espécie geofílica parece possuir 
este gene. Por outro lado, SUB1 foi detectado em 70% (68/97) dos isolados da espécie 
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T. mentagrophytes sensu lato, sendo ainda de salientar a ausência de amplicões nos isolados das 
espécies geofílicas A. quadrifidum, A. uncinatum/T. ajelloi, M. gypseum e A. cajetani. 
A proteína SUB1 foi detectada em experiências in vivo por Descamps e colaboradores 
(2002) em porquinhos-da-índia. A abundância dos resíduos de prolina na região C terminal desta 
proteína conduziu os autores à hipótese que, à semelhança do que acontece noutros organismos 
(e.g. Trypanosoma brucei, Babesia bovis), essa região poderá estar relacionada com a mudança de 
epitopos do fungo com o objectivo de escapar ao sistema imunitário do hospedeiro. No entanto, 
com excepção da sua secreção por T. rubrum em meio YPG (Wang et al., 2006), nenhum estudo 
revelou a sua existência no secretoma dos dermatófitos analisados (Giddey et al., 2006 e 2007). 
Esta ausência de SUB1 poderá estar relacionada com as condições utilizadas nesses estudos (meio 
de cultura inadequado) ou com o período de incubação.  
Por outro lado, a ausência do gene SUB1 nas espécies geofílicas investigadas no presente 
trabalho poderá estar relacionada com o facto de estas causarem menos infecções em humanos e 
animais e serem mais inflamatórias. O gene SUB1 poderá ser responsável pela codificação da 
enzima que facilita a invasão da superfície da pele desses hospedeiros, além de modular a resposta 
imunitária do hospedeiro como sugerido pela equipa de Descamps (2002). O outro factor que 
poderia, ainda, estar associado à não detecção de SUB1 nas espécies geofílicas analisadas poderá 
ser a falta de especificidade dos ‘primers’ utilizados. 
O estudo estatístico referente à ocorrência de SUB1 não revelou qualquer diferença 
significativa entre os isolados relativamente aos géneros em estudo, local de recolha, tipo de 
infecção, sexo dos pacientes ou sua idade. 
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Figura 22- Distribuição dos genes SUB pelas espécies analisadas. 
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O gene SUB2 foi amplificado em 68% (158/233) dos isolados pertencentes a 10 espécies, 
sendo E. floccosum a única espécie antropofílica em que o gene SUB2 não foi detectado. Deve, no 
entanto, salientar-se que esta espécie está representada apenas por três isolados. Das espécies 
geofílicas incluídas neste estudo, M. gypseum (mais associada a infecções em humanos e animais), 
é a única em que se detectou este gene. Simultaneamente, isolados de T. rubrum (65%; 30/46), 
T. megninii (100%; 1/1), T. soudanense (50%; 1/2), T. tonsurans (100%; 12/12), T. violaceum 
(86%; 6/7) e M. audouinii (87%; 20/23) foram positivos para este gene. Por sua vez, observou-se 
amplificação do gene SUB2 em 65% (63/97) dos isolados da espécie T. mentagrophytes sensu lato 
enquanto foi possível detectar SUB2 em 100% e 82% dos isolados das espécies zoofílicas 
T. verrucosum (1/2) e M. canis (23/28), respectivamente. 
A proteína SUB2 foi detectada em experiências in vivo de infecções de porquinhos-da-índia 
por M. canis (Descamps et al., 2002) e poderá ter um papel durante a infecção, mas ainda não 
está bem caracterizada. O facto de o gene que codifica para a proteína supracitada ter sido 
detectado na espécie geofílica M. gypseum, embora em apenas 13% (1/8) dos isolados, reforça 
esta hipótese. A não detecção do mesmo gene na espécie E. floccosum (antropofílica) poderá 
dever-se a uma especificidade reduzida dos ‘primers’ utilizados, ao reduzido número de isolados 
analisados, no presente estudo, ou ainda indicar a existência de outra(s) protease(s) com 
actividade semelhante a SUB2 nessa espécie. No seu estudo, Giddey  e colaboradores (2006) 
detectaram essa protease em meio com soja após crescimento com A. vanbreuseghemii, 
T. equinum e T. tonsurans. No entanto, SUB2 não foi observada no mesmo meio inoculado com 
T. rubrum, T. soudanense e T. violaceum (Giddey et al., 2006 e 2007), embora o gene 
correspondente a essa proteína tivesse sido detectado, no presente estudo, em isolados dessas 
espécies. Estes resultados indicam que o meio utilizado por esses autores poderá não ser o mais 
adequado para a expressão de SUB2. 
O gene SUB2 revelou estar mais associado a isolados obtidos de pacientes infectados em 
comparação com os obtidos da piscina Penha de França (P<0,05), não tendo sido observada 
qualquer diferença, estatisticamente significativa, relativamente às outras condições investigadas. 
O risco associado à presença deste gene parece ser maior em isolados obtidos de pacientes 
infectados em relação aos obtidos da piscina Penha de França (OR=5,19; 95% IC, 1,49 a 18,05). 
O gene SUB3 foi detectado em todas as espécies e numa elevada percentagem de isolados 
(70%; 163/233). Para todos os isolados de E. floccosum, A. cajetani, T. verrucosum, 
A. quadrifidum, T. violaceum e T. megninii foi possível obter um amplicão correspondente a SUB3. 
Paralelamente, esse gene foi detectado em 87%, 78%, 75%, 68% e 62% dos isolados de 
M. audouinii (20/23), T. rubrum (36/46), T. tonsurans (9/12), M. canis (19/28), T. mentagrophytes 
sensu lato (60/98), respectivamente. SUB3 foi ainda amplificado em 50% dos isolados de 
T. soudanense  (1/2) e A. uncinatum/T. ajelloi  (1/2) e 25% dos isolados de M. gypseum (2/8). 
A proteína SUB3 foi produzida por T. rubrum em meio com soja como única fonte de azoto 
e tal como MEP3 possui um pH óptimo alcalino (entre 7,5 e 9,0). Essa protease revelou actividade 
sobre albumina, colagénio, queratina e ainda uma baixa actividade sobre a elastina (Jousson et al., 
2004b). A proteína SUB3 foi também detectada em meio contendo soja como única fonte de azoto 
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inoculado com T. violaceum, embora esta espécie tivesse produzido quantidades inferiores 
relativamente a T. rubrum (Giddey et al., 2007). Assim, a presença deste gene numa elevada 
percentagem de isolados e em todas as espécies estudadas, a sua detecção em experiências 
in vivo (Mignon et al., 1998a; Descamps et al., 2002) e as actividades proteolíticas da proteína por 
ele codificada, apontam para um papel importante nas infecções em humanos e animais por parte 
destes fungos.  
SUB3 foi detectado num maior número de isolados obtidos de pacientes de sexo feminino 
comparativamente aos de sexo masculino (P<0,05), em isolados obtidos de pacientes infectados 
relativamente aos obtidos da piscina Penha de França (P<0,05) e ainda nos isolados que 
originaram lesões do tipo tinea capitis, tinea corporis e tinea manuum em comparação com tinea 
barbae/faciei, tinea pedis, tinea unguium e tinea cruris (P<0,05). Paralelamente, nenhuma 
diferença estatisticamente significativa foi encontrada entre isolados dos géneros Microsporum e 
Trichophyton ou pacientes dos três grupos etários definidos.   
Relativamente ao risco associado à presença de SUB3, o mesmo parece ser maior em 
isolados obtidos de pacientes infectados em relação aos obtidos da piscina Penha de França 
(OR=3,74; 95% IC, 1,13 a 12,38), enquanto o risco em contrair infecções do tipo tinea corporis 
(OR=3,52; 95% IC, 1,05 a 11,76) e tinea capitis (OR=5,49; 95% IC, 1,86 a 16,14) parece 
aumentar comparativamente à infecção do tipo tinea pedis.  
Os genes SUB4-7 não foram detectados em nenhum isolado dos géneros Microsporum e 
Epidermophyton, incluídos neste estudo, enquanto que todas as espécies antropofílicas e zoofílicas 
do género Trichophyton possuem os quatro genes (SUB4-7). Das estirpes testadas, 57% 
(132/233) possuem o gene SUB4, 49% (115/233) o gene SUB5, 49% (114/233) o gene SUB6 e 
57% (132/233) o gene SUB7. Assim, 71% (69/97), 64% (62/97), 73%  (71/97) e 72%  (70/97) 
dos isolados de T. mentagrophytes sensu lato, incluídos neste estudo, possuem os genes SUB4, 
SUB5, SUB6 e SUB7, respectivamente. Relativamente à espécie T. rubrum os genes SUB4, SUB5, 
SUB6 e SUB7 foram detectados em, respectivamente, 87% (40/46), 89% (41/46), 50% (23/46) e 
87%  (40/46) dos isolados analisados. Esses quatro genes foram observados, ainda, nas espécies 
T. verrucosum e T. megninii representadas apenas por um único isolado. Com a excepção do gene 
SUB5 (8%; 1/12), estes genes foram detectados na maioria dos isolados de T. tonsurans [SUB4 e 
SUB6 (100%), SUB7 (92%)]. Para a espécie T. soudanense apenas um dos dois isolados 
investigados possui os genes SUB4, SUB5, SUB6 e SUB7, tendo sido detectado apenas o gene 
SUB5 no outro. Todos os sete isolados de T. violaceum possuem os genes SUB4 e SUB5, enquanto 
apenas 43% e 71% dos isolados possuem SUB6 (3/7) e SUB7 (5/7), respectiv amente. As espécies 
geofílicas do género A. quadrifidum e A. uncinatum/T. ajelloi não possuem dois dos quatro genes 
investigados (SUB5-6 para A. quadrifidum e SUB4-5 para A. uncinatum/T. ajelloi), sendo os outros 
detectados em todos os isolados. 
Os quatro genes SUB4-7 existem independentemente do sexo dos pacientes infectados e, 
com a excepção de SUB5 que está mais associado a isolados obtidos de pacientes infectados 
comparativamente aos obtidos da piscina (P<0,05), nenhuma diferença estatisticamente 
significativa foi observada para os restantes quanto ao local de recolha. Por outro lado, os quatros 
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genes estão mais associados com o género Trichophyton (P<0,05) e adultos e seniores em 
comparação com os jovens (P<0,05). Para os genes SUB4 e SUB7 os resultados evidenciam, ainda, 
que esses dois genes estão mais associados a lesões do tipo tinea barbae/faciei, tinea manuum, 
tinea pedis, tinea unguium e tinea cruris relativamente a tinea capitis e tinea corporis (P<0,05). 
Por sua vez, os genes SUB5 e SUB6 foram detectados num maior número de isolados obtidos de 
lesões do tipo tinea barbae/faciei, tinea manuum, tinea pedis, tinea unguium e tinea cruris em 
comparação a tinea capitis e tinea corporis. 
Os quatro genes estão associados ao aumento do risco em contrair lesões do tipo tinea 
unguium relativamente a tinea corporis sendo os OR calculados de 5,2 (95% IC, 1,44 a 18,71), 
4,11 (95% IC, 1,19 a 14,13), 5,03 (95% IC, 1,46 a 17,37) e 6,22 (95% IC, 1,71 a 22,58) para 
SUB4, SUB5, SUB6 e SUB7, respectivamente. O mesmo acontecendo entre tinea unguium e tinea 
capitis [(SUB4 - OR=10; 95% IC, 3,05 a 32,76); (SUB5 - OR=10,13; 95% IC, 3,17 a 32,33); 
(SUB6 - OR=5,68; 95% IC, 1,92 a 16,78) e (SUB7 - OD, 12,8; 95% IC, 3,81 a 42,93)]. 
Simultaneamente, SUB4 está associado a um maior risco em contrair lesões do tipo tinea unguium 
comparativamente a tinea pedis (OR=3,2; 95% IC, 1,04 a 9,78). Por sua vez, SUB5 parece 
associado a um maior risco em contrair dermatofitias quando comparado com isolados obtidos da 
piscina Penha de França (OR=11,13; 95% IC, 1,4 a 88,14). 
Das quatro proteases codificadas pelos genes SUB4-7, SUB4 é a melhor caracterizada 
possuindo actividade sobre albumina, colagénio e queratina (mais elevada que SUB3), e uma baixa 
actividade sobre a elastina (Jousson et al., 2004b). Embora SUB4 tivesse sido detectada em meio 
com soja inoculado com T. rubrum e T. mentagrophytes, os resultados do presente trabalho 
apontam para um papel não fundamental durante o processo infeccioso uma vez que nenhum 
isolado das espécies analisadas do género Microsporum possui este gene.  
SUB3 e SUB4, que possuem actividade óptima a pH 7,5 a 9,0, demonstraram actividade 
sobre a queratina duas a três vezes mais elevada após adição de 1% de β-mercaptoetanol 
(Jousson et al., 2004b). Esses resultados indicam que a quebra das pontes disulfureto melhora o 
rendimento destas proteases. Tendo em conta o pH óptimo dessas duas proteínas e o facto de o 
seu rendimento aumentar após remoção das pontes disulfureto, a alcanização do meio pelos 
dermatófitos (devido a desaminação) oferecerá um ambiente favorável à actuação dessas 
proteases, contribuindo para a desnaturação dos seus substratos (Kunert, 2000). Por outro lado, a 
desnaturação da queratina é acentuada pela libertação de sulfitos pelos dermatófitos após 
utilização de aminoácidos contendo enxofre (e.g. cisteína) (Kunert, 2000). Os mRNAs 
correspondentes a essas duas proteases (SUB3 e SUB4) foram detectados após inoculação de 
T. rubrum em meio com glucose ou com queratina como únicas fontes de carbono, indicando que 
essas proteases possuem um papel importante na fisiologia do fungo sobretudo tendo em conta o 
seu nicho ecológico (Maranhão et al., 2007) 
A proteína SUB5, que foi detectada em sete espécies no presente trabalho, não foi 
produzida por qualquer uma das três espécies de dermatófitos estudadas por Jousson et al. 
(2004b) em meio com proteínas de soja. Paralelamente, esses autores não observaram qualquer 
actividade dessa proteína sobre a queratina. No entanto, SUB5 poderá possuir actividade sobre 
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outro substrato presente na pele e não investigado pela equipa de Jousson (2004b). Por sua vez, 
Wang e colaboradores (2006) identificaram o cDNA correspondente a SUB5 na biblioteca de cDNA 
de T. rubrum crescido em meio YPG, o que parece confirmar a actividade proteolítica dessa 
proteína sobre outro substrato. Embora SUB5 tivesse sido o único gene detectado num dos 
isolados de T. soudanense, mais uma vez os resultados do presente trabalho indicam um papel 
reduzido de SUB5 durante o processo infeccioso.  
SUB6 foi descrita por Woodfolk e colaboradores (1998) como induzindo reacções de 
hipersensibilidade imediata e retardada. Essa proteína foi investigada quanto à sua capacidade de 
hidrolisar colagénio, queratina, albumina e caseína não tendo sido observada qualquer actividade 
proteolítica (Woodfolk et al., 1998). Tal como para SUB5, a ausência de actividade lítica poderá 
dever-se apenas à escolha dos substratos, o que parece ser confirmado pela detecção do mRNA de 
SUB6 após crescimento em meio YPG (Wang et al., 2006). Por outro lado, Kaufman e sua equipa 
(2005) detectaram apenas uma fraca secreção de SUB6 por T. mentagrophytes crescido em 
fragmentos de pele, enquanto Giddey et al. (2006) detectaram essa proteína em meio de soja 
inoculado com T. soudanense.  
Outros autores observaram um polimorfismo na região 5’ do gene SUB6 de T. tonsurans 
(Bhathena et al., 2005). Esse polimorfismo está relacionado com a presença de uma região de 
16 bp em tandem (três a seis vezes) com consequência na transcrição do gene SUB6. Assim, 
isolados apresentando três ou quatro repetições manifestam uma expressão de SUB6, em meio 
contendo queratina como única fonte de nutrientes, relativamente aos isolados com cinco ou seis 
repetições. Esses resultados conduziram Bhathena et al. (2005) à conclusão de que, devido a essa 
regulação, SUB6 poderá estar relacionado com a severidade da doença. 
Os resultados das investigações supracitadas, conjuntamente com a reduzida 
representatividade do gene SUB6 na colecção analisada neste trabalho, apontam para um papel 
menor durante o processo infeccioso podendo contribuir, quando presente e expresso, para a 
severidade da patologia, como indicado por Bhathena e sua equipa (2005). 
Relativamente à proteína codificada pelo gene SUB7, a sua expressão foi observada apenas 
em meio contendo proteínas de soja inoculado com A. benhamiae (Jousson et al., 2004b). Nesse 
mesmo trabalho, as espécies T. mentagrophytes, T. rubrum e M. canis foram investigadas quanto à 
sua capacidade de produzir SUB7, não se tendo detectado essa proteína para qualquer uma delas. 
Com a excepção de T. soudanense, Giddey e colaboradores (2006) detectaram a proteína SUB7 em 
meio de soja inoculado com A. vanbreuseghemii, T. equinum, T. tonsurans, T. rubrum e 
T. violaceum enquanto Wang et al. (2006) descreveram a produção do mRNA correspondente a 
SUB7 por T. rubrum em meio YPG. Todavia, os resultados do presente trabalho indicam que SUB7 
não deve possuir um papel essencial durante a infecção. 
O facto de os quatro genes SUB4-7 não terem sido detectados nos géneros Microsporum e 
Epidermophyton e, além de T. mentagrophytes sensu lato, as espécies antropofílicas e zoofílicas do 
género Trichophyton os possuírem, pode indicar um papel reduzido das proteínas por eles 
codificadas durante o processo infeccioso, não interferindo por isso com a capacidade de infectar o 
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hospedeiro, como é o caso, por exemplo, das espécies antropofílicas e zoofílicas E.  floccosum e 
M. canis, respectivamente.  
Em todas as espécies, incluídas neste estudo, foi detectado pelo menos um gene que 
codifica para as subtilisinas e todas possuem o gene SUB3, que codifica para uma protease com 
actividade sobre albumina, colagénio, queratina e elastina. As espécies T. mentagrophytes sensu 
lato, T. rubrum, T. megninii, T. tonsurans, T. violaceum e T. verrucosum possuem os sete genes de 
subtilisina. T. soudanense apenas não possui o gene SUB1, enquanto A. quadrifidum não possui os 
genes SUB1, SUB2, SUB5 e SUB6. Em relação a A. uncinatum/T. ajelloi, os genes SUB3, SUB6 e 
SUB7 foram detectados após amplificação. Para M. canis e M. audouinii apenas os genes SUB1-3 
foram detectados, enquanto que M. gypseum possui dois genes (SUB2, SUB3) e A. cajetani e 
E. floccosum possuem apenas SUB3. 
Relativamente às estirpes de referência incluídas neste estudo observou-se uma ocorrência 
distinta para cada gene analisado. Assim, os sete genes foram detectados nas estirpes de 
A. benhamiae (CECT 2793, CECT 2795, CECT 2891, CECT 2892T, CECT 2894, CECT 2895, 
CECT 2896, CECT 2897, CECT 2898 e CECT 2921), A. vanbreuseghemii (CECT 2902), T. rubrum 
(CECT 2959) e T. verrucosum (CECT 2992). As quatro estirpes de referência de A. gypseum 
(CECT 2908), A. vanbreuseghemii (CECT2900), T. mentagrophytes var. interdigitale (CECT 2958) e 
T. rubrum (CECT 2794) parecem não possuir nenhum dos genes SUB, enquanto que as de 
E. floccosum (CECT 2796), A. cajetani (CECT 2989; CECT 20116) e A. gypseum (CECT 2990) 
possuem SUB3 e a de T. mentagrophytes var. goetzii (CECT 2957) possui SUB7. Na estirpe de 
T. ajelloi (CECT 2991) foram detectados os genes SUB3, SUB6 e SUB7, enquanto que em 
A. uncinatum (CECT 2999) apenas foram detectados os dois últimos. A estirpe de 
A. vanbreuseghemii (CECT 2899) possui os genes SUB3-7 e a de A. quadrifidum (CECT 2998) os 
genes SUB3, SUB4 e SUB7. Na estirpe de T. mentagrophytes var. erinacei (CECT 2956T) os três 
genes SUB5-7 foram detectados, enquanto a estirpe tipo de A. benhamiae (CECT 2893T) apenas 
não possui o gene SUB1. 
A estirpe zoofílica de T. verrucosum (CECT 2992), tal como a maioria (8/12) das estirpes 
de referência isoladas de humanos e utilizadas neste estudo (CECT 2793, CECT 2795, CECT 2894, 
CECT 2895, CECT 2898, CECT 2921, CECT 2902 e CECT 2959), possui os sete genes que codificam 
para as subtilisinas pesquisadas. As restantes estirpes de referência isoladas de humanos 
apresentam um (CECT 2796, CECT 2957) ou nenhum (CECT 2794, CECT 2958) dos genes SUB em 
análise. Paralelamente, três genes SUB foram detectados na estirpe de referência de 
T. mentagrophytes var. erinacei (CECT 2956T). 
 
3.3.3. Análise conjunta 
A combinação dos resultados obtidos após o ‘screening’ dos genes das metaloproteases e 
das subtilisinas mostra que 44% (103/233) dos isolados testados para a presença dos genes MEP 
possui os cinco genes enquanto apenas 27% (64/233) possui os sete genes das subtilisinas. Por 
outro lado, os cinco genes que codificam para as metaloproteases não foram detectados em 13% 
(30/233) das estirpes analisadas e 14% (33/233) parece não possuir nenhum dos genes SUB. 
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Estes resultados parecem indicar um papel mais importante das metaloproteases em relação às 
subtilisinas, tal como sugerido por Jousson e colaboradores (2004b).  
Relativamente aos isolados da espécie T. mentagrophytes sensu lato, a aplicação da 
metodologia PCR com ‘primer’ único conduziu à separação dessa espécie em três variedades 
(Fig. 15; ponto 3.2.2.2.), nomeadamente T. mentagrophytes var. interdigitale, T. mentagrophytes 
var. mentagrophytes e T. mentagrophytes var. erinacei. A ocorrência dos genes MEP e SUB nestas 
três variedades mostrou que as estirpes zoofílicas (i.e. T. mentagrophytes var. mentagrophytes e 
T. mentagrophytes var. erinacei) estão relacionadas com o maior número de genes relativamente a 
T. mentagrophytes var. interdigitale.  
A maioria dos isolados (7/10) de T. mentagrophytes var. erinacei possui os 12 genes 
pesquisados no presente estudo. Os resultados revelaram, ainda, que com a excepção de um 
isolado com três genes, nos outros dois foi detectado um número elevado dos genes pesquisados 
(nove e 11). Esta variedade de T. mentagrophytes está relacionada com um número médio de 11 
genes. 
Os resultados revelaram também que a maioria dos isolados de T. mentagrophytes var. 
mentagrophytes está associada a um número elevado de genes, sendo que 26 dos 39 isolados 
analisados possuem todos os genes, sete isolados têm 11 genes enquanto em quatro foram 
detectados 10 genes. Paralelamente, seis e nove genes foram detectados em cada um dos dois 
restantes isolados. Tal como para a variedade T. mentagrophytes var. erinacei, T. mentagrophytes 
var. mentagrophytes está relacionada com um número médio de 11 genes. 
A terceira variedade de T. mentagrophytes sensu lato (i.e. T. mentagrophytes var. 
interdigitale) incluída neste estudo está relacionada com um número relativamente baixo de genes 
(cinco em média). No entanto, relativamente ao número de genes detectados, os isolados desta 
variedade possuem entre nenhum e 12 genes. Assim, a maioria está associada a um número baixo 
de genes sendo que, em 16 dos 48 isolados analisados, não foi detectado qualquer gene, enquanto 
seis isolados têm um gene, dois isolados possuem dois genes, três isolados quatro genes e um 
isolado seis genes. Entre os restantes isolados, 11 possuem todos os genes pesquisados, dois têm 
11 genes, dois apresentam 10 e nove genes, em três foi possível observar oito genes e em dois 
obteve-se amplificação para sete genes. 
Relativamente à análise da ocorrência de genes do ponto de vista do nicho ecológico das 
espécies analisadas, o maior número de genes de virulência está relacionado com as espécies 
zoofílicas (M. canis, T. mentagrophytes var. erinacei, T. mentagrophytes var. mentagrophytes e 
T. verrucosum), tendo em média 10 genes, enquanto para as espécies antropofílicas (E. floccosum, 
M. audouinii, T. mentagrophytes var. interdigitale, T. megninii, T. rubrum, T. soudanense, 
T. tonsurans e T. violaceum) foram encontrados sete genes em média e três para as espécies 
geofílicas (A. cajetani, A. uncinatum/T. ajelloi, A. quadrifidum e M. gypseum). 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
133 
 
Para compilar todos os dados obtidos após o ‘screening’ dos determinantes de virulência na 
colecção de 233 dermatófitos, incluídos neste estudo, foi construído o dendrograma apresentado 
na Fig. 23.  
Para cada isolado, a combinação de presença/ausência dos genes pesquisados constitui o 
que se considerou como perfil de virulência. De acordo com estes perfis, os dermatófitos 
agruparam-se em dois ‘clusters’, respectivamente contendo 105 (‘cluster’ I) e 128 (‘cluster’ II) 
isolados, cada um subdividido em dois ‘subclusters’ (a e b). Nos dois ‘clusters’ observam-se 
isolados de espécies antropofílicas, geofílicas e zoofílicas.  
A caracterização dos ‘clusters’ com base na incidência dos factores de virulência analisados 
encontra-se resumida na Tabela 7. Para cada gene, os ‘clusters’ foram considerados negativos (−) 
quando o gene está presente em ≤10% dos isolados, positivos (+) quando o gene foi amplificado 
num número ≥90% dos isolados e variáveis (d) se a frequência de amplificação positiva variou 
entre 11 e 89%.  
 
Tabela 7- Incidência dos factores de virulência por ‘cluster’. 
MEP1 MEP2 MEP3 MEP4 MEP5 SUB1 SUB2 SUB3 SUB4 SUB5 SUB6 SUB7
I-a (46 isolados) - d d - - - - d d d d d
I-b (59 isolados) + d d + + d d d - - - -
II-a (50 isolados) - d + d - d d + + + d +
II-b (78 isolados) + + + + + + + d + d + +
Genes MEP Genes SUB
C
lu
st
er
 I
C
lu
st
er
 I
I
 
 
O ‘cluster’ I está associado a um perfil com número reduzido de genes de virulência (de 0 a 
8) e um elevado índice de diversidade de perfis (J’= 0,79). Este ‘cluster’ inclui isolados de piscina 
(utentes e equipamentos), da ARSLVT, de Marrocos e estirpes de referência.  
O ‘subcluster’ I-a contém 46 isolados que correspondem a 6,9% (11/160) dos isolados da 
ARSLVT, 28,6% (6/21) dos isolados de utentes da piscina, 50% (6/12) dos isolados de 
equipamentos de piscina, 25% (3/12) dos isolados de Marrocos e 32% (9/28) das estirpes de 
referência (A. uncinatum CECT 2999, A. cajetani CECT 20116, T. ajelloi CECT 2991, E. floccosum 
CECT 2796, T. mentagrophytes var. erinacei CECT 2956T, T. rubrum CECT 2794, 
T. mentagrophytes var. interdigitale CECT 2958, A. vanbreuseghemii CECT 2900 e 
T. mentagrophytes var. goetzii CECT 2957). As espécies antropofílicas E. floccosum, T. rubrum e 
T. soudanense agruparam-se neste ‘subcluster’ com a espécie geofílica M. gypseum. No ‘subcluster’ 
agrupam-se ainda 28 isolados da espécie T. mentagrophytes sensu lato que correspondem na sua 
maioria (26/28) à variedade antropofílica T. mentagrophytes var. interdigitale, pertencendo os dois 
isolados restantes às duas outras variedades incluídas na nossa análise. Este ‘subcluster’ (I-a) está 
associado a um número reduzido de genes de virulência (de 0 a 6), com uma média de um gene, 
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sendo MEP3 o mais frequente. A diversidade de perfis é relativamente elevada (J’= 0,74) com 21 
perfis de virulência para 46 isolados. Alguns isolados de M. gypseum, T. mentagrophytes sensu lato 
e T. rubrum parecem não possuir nenhum dos 12 genes investigados. Tal como referido 
anteriormente, este facto poderá dever-se à existência de variabilidade genética uma vez que, 
sendo alguns destes dermatófitos isolados de infecções, deverão necessitar de proteases activas. 
Para comprovar a presença/ausência destes genes, deverá proceder-se a hibridações em condições 
de baixa restringência ou à amplificação com ‘primers’ degenerados.  
No ‘subcluster’ I-b agruparam-se 59 isolados, incluindo 32,5% (52/160) dos isolados da 
ARSLVT, 8,3% (1/12) dos isolados dos equipamentos da piscina, 25% (3/12) dos isolados de 
Marrocos e 10,7% (3/28) das estirpes de referência (A. cajetani CECT 2989 e A. gypseum 
CECT 2908/CECT 2990). Os isolados deste ‘subcluster’ são membros das espécies M. audouinii, 
M. canis, M. gypseum e um único isolado de T. mentagrophytes var. interdigitale. Relativamente ao 
‘subcluster’ I-a, o ‘subcluster’ I-b está associado a um maior número de genes de virulência (3 a 8) 
com uma média de sete genes sendo MEP1, MEP4 e MEP5 os mais frequentes e nenhum dos 
isolados deste ‘subcluster’ possui os genes SUB4, SUB5 e SUB7. Neste grupo a diversidade de 
perfis de virulência é relativamente elevada (J’= 0,76) apresentando 23 perfis de virulência para 59 
isolados. 
Em relação ao ‘cluster’ II, foi detectado um número mais elevado de genes de virulência 
entre os isolados (4 até 12), associado a uma diversidade de perfis relativamente elevada 
(J’=0,72).  
No ‘subcluster’ II-a, com a excepção de A. quadrifidum (CECT 2998), todos os isolados 
pertencem ao grupo das espécies antropofílicas sendo a maioria dos isolados pertencente à espécie 
T. rubrum, assim como às espécies que lhe estão relacionadas. Além dos referidos isolados, apenas 
mais dois isolados de T. mentagrophytes var. interdigitale, obtidos de utentes de piscina, fazem 
parte deste ‘subcluster’. Assim, dos 50 isolados, 26,3% (42/160) correspondem a isolados da 
ARSLVT, 9,5% (2/21) foram isolados de utentes da piscina, 25% (3/12) pertencem aos isolados de 
Marrocos e 10,7% (3/28) são estirpes de referência (A. benhamiae CECT 2893T, A. quadrifidum 
CECT 2998 e A. vanbreuseghemii CECT 2899). Um número elevado de genes de virulência (de 4 a 
10) está associado a este grupo com uma média de oito, no entanto, o gene MEP1 apenas foi 
amplificado num isolado (T. mentagrophytes) deste ‘subcluster’ enquanto que a maioria possui os 
genes MEP3, SUB3, SUB4, SUB5 e SUB7. O ‘subcluster’ está associado a uma diversidade de perfis 
relativamente elevada (J’= 0,87) com 24 perfis de virulência distintos. 
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Figura 23- Dendrograma representando os dermatófitos analisados com base na detecção dos genes de 
metaloprotease (MEP) e proteases de serina (SUB). A semelhança foi calculada com o coeficiente 
‘Simple Matching’ e o método de aglomeração baseado na distância média não ponderada 
(UPGMA). Os quadrados a cinzento indicam a presença de genes de virulência e, para cada 
‘subcluster’ indicam-se o número de isolados (em função da origem e espécie) e as estirpes de 
referência associadas. 
A: M. audouinii, C: M. canis, F: E. floccosum, G: M. gypseum, M. T. mentagrophytes.                
Mg: T. megninii, R: T. rubrum, S: T. soudanense, T: T. tonsurans, V: T. violaceum. 
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O ‘subcluster’ II-b contém 78 isolados, 34,4% (55/160) da ARSLVT, 9,5% (2/21) isolados 
de utentes da piscina, 41,7% (5/12) isolados de equipamentos da piscina, 25% (3/12) isolados de 
Marrocos e 46,4% (13/28) são estirpes de referência (A. benhamiae CECT 2795, CECT 2793, 
CECT 2891, CECT 2892T, CECT 2894, CECT 2895, CECT 2896, CECT 2897, CECT 2898, CECT 2921, 
A. vanbreuseghemii CECT 2902, T. rubrum [T. mentagrophytes var. nodulare] CECT 2959 e 
T. verrucosum CECT 2992). Este ‘subcluster’ inclui um elevado número de isolados de 
T. mentagrophytes sensu lato, todos os isolados de T. tonsurans e a estirpe de referência da 
espécie T. verrucosum (CECT 2992). A maioria dos isolados das variedades zoofílicas de 
T. mentagrophytes investigados agrupa-se neste ‘subcluster’ sendo 8/10 para T. mentagrophytes 
var. erinacei e 38/39 para T. mentagrophytes var. mentagrophytes. Relativamente à variedade 
T. mentagrophytes var. interdigitale os 18/48 isolados incluídos neste estudo agrupam neste 
‘subcluster’. Todos os genes pesquisados, com a excepção de SUB3 (86%) e SUB5 (78%), foram 
detectados em pelo menos 92% dos isolados do ‘subcluster’ estando este associado ao maior 
número de genes de virulência detectado (de 6 a 12) com uma média de 11. Assim, foi observada 
uma baixa diversidade de perfis (J’= 0,59) em relação aos restantes ‘subclusters’, sendo que 78 
isolados apresentam apenas 18 perfis de virulência indicando que um grande número de isolados 
partilha o mesmo perfil de virulência. Finalmente, o facto de os isolados que se agrupam neste 
‘subcluster’ serem maioritariamente zoofílicos (98%), e estarem associados à presença de mais 
genes de virulência, poderá estar relacionado com a severidade da infecção. Todavia, mais uma 
vez seria fundamental obter o histórico clínico dos pacientes para confirmar esta hipótese.  
 
As proteases podem ser classificadas em endo e exoproteases, sendo as primeiras as que 
quebram ligações dentro das proteínas e as segundas as ligações a partir do N ou do C terminal 
das mesmas. A cooperação entre esses dois tipos de proteases é necessária para fornecer aos 
dermatófitos péptidos curtos e aminoácidos livres que lhes sirvam de nutrientes. Nos dermatófitos, 
os dois tipos de proteases foram descritos sendo as relativas aos genes analisados no presente 
estudo (metaloproteases e proteases de serina) do tipo endoproteases (Monod et al., 2005). 
Em C. albicans, a presença de família de genes designados ‘Secreted Aspartyl Proteinases’ 
–SAP– fornece ao fungo um sistema proteolítico eficiente e flexível que parece importante na 
actuação deste fungo como patogénico oportunista (Naglik et al., 2003). Com a descoberta das 
duas famílias de genes investigadas no presente estudo, alguns autores relacionaram a sua 
presença com um mecanismo semelhante aos genes SAP de C. albicans (Brouta et al., 2002; 
Monod et al., 2002). Todavia, a actividade proteolítica associada à maioria dos genes MEP e SUB 
continua desconhecida. 
Embora a queratina, elastina e colagénio representem mais de 25% da massa dos 
mamíferos (Simpanya, 2000), existem outras proteínas na pele, cabelos e unhas como as 
involucrinas ou as loricrinas que podem representar substratos para as enzimas produzidas pelos 
dermatófitos (Monod et al., 2005). Verificou-se que a presença de aminoácidos (Meevootisom 
et al., 1979) e de glucose (Apodaca et al., 1990) reprimem as proteases secretadas por T. rubrum. 
Por sua vez, Ko e colaboradores (1987) detectaram uma queratinase produzida por 
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T. mentagrophytes em meio contendo stratum corneum humano. No entanto, os autores não 
puderam detectar essa mesma protease quando o fungo foi crescido em meio Sabouraud. Estes 
resultados indicam que a presença de substratos facilmente metabolizáveis possui um efeito 
repressor sobre a produção de proteases pelos dermatófitos, como verificado após privação de 
nutrientes em T. rubrum (Apodaca et al., 1989b). Tendo em conta que o stratum corneum constitui 
um ambiente pobre em nutrientes disponíveis (Yamada et al., 2006), os dermatófitos necessitam 
de uma bateria de proteases para se poderem desenvolver nesse nicho.  
Todas as espécies incluídas neste estudo possuem pelo menos um dos genes pesquisados 
mas a presença de um número superior de genes de virulência está relacionada com as espécies 
antropofílicas e zoofílicas. todavia, a produção de proteases, com actividade sobre a queratina, em 
espécies geofílicas conferir-lhes-á a capacidade de degradarem a queratina presente no solo 
(e.g. pêlos de animais) podendo ainda infectar os animais e humanos em condições propícias 
(e.g. M. gypseum). 
A presença dos genes MEP e SUB em espécies geofílicas e zoofílicas poderá tornar todos os 
dermatófitos potenciais causadores de dermatofitias nos humanos. Porém, a ausência de todos os 
genes em alguns dos isolados clínicos indica que nenhum dos genes pesquisados pode explicar por 
si só a capacidade de os dermatófitos produzirem uma infecção. No entanto, não parece necessário 
possuir todos os genes para provocar infecção, podendo as proteases pesquisadas estar 
relacionadas com a severidade da mesma e podendo, igualmente, existir outros factores, induzidos 
(ou não) pelo hospedeiro, importantes no processo infeccioso e que estão ainda por descrever.  
Da análise global dos resultados podemos concluir que é necessário um estudo mais 
aprofundado das proteases MEP e SUB, incluindo a caracterização de cada uma delas, para 
determinar a sua importância no processo infeccioso, assim como o seu exacto papel (e.g. evasão 
imunitária, lise de outros constituintes da pele ou cabelo ou actividade hemolítica). Esta 
caracterização permitirá, ainda, definir se a presença destas famílias de genes nos dermatófitos 
apresenta (ou não) alguma vantagem em termos infecciosos como acontece em C. albicans (Naglik 
et al., 2003). 
Porque a virulência nos fungos é um processo complexo que requer a expressão de vários 
genes em diferentes estádios e locais da infecção (Odds et al., 2001), após caracterização das 
proteases, a construção de mutantes de delecção de cada um dos genes e a comparação in vivo da 
sua virulência (capacidade infecciosa?) com uma estirpe selvagem constituirá uma das etapas 
cruciais para se determinar o papel exacto de cada uma dessas proteases.  
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3.4. RESISTÊNCIA A ANTIFÚNGICOS 
 
A maioria das infecções superficiais causadas por dermatófitos é facilmente tratada 
utilizando terapia antifúngica tópica. No entanto, duas dermatofitias, tinea capitis e tinea unguium, 
não respondem bem a essas terapias obrigando ao recurso a antifúngicos sistémicos (Favre et al., 
2003). 
O número de moléculas com acção fungistática ou fungicida sobre os dermatófitos tem 
vindo a aumentar desde a descrição da griseofulvina em 1939 (Sheehan et al., 1999). Assim, 
torna-se necessário o desenvolvimento de métodos para avaliação da acção dessas moléculas 
sobre as várias espécies de dermatófitos, sobretudo devido ao facto de o documento M38-A (CLSI, 
2002), que descreve o método de referência para testar a sensibilidade dos fungos filamentosos 
aos antifúngicos, não incluir os dermatófitos. 
Vários autores publicaram metodologias para determinar a sensibilidade dos dermatófitos a 
diferentes moléculas, utilizando meios sólidos ou meios líquidos (Perea et al., 2001; Favre et al., 
2003; Esteban et al., 2005; Barros et al., 2007). No entanto, os resultados obtidos por esses 
autores não são directamente comparáveis, uma vez que as CMIs (concentrações mínimas 
inibitórias) foram determinadas como sendo as concentrações mínimas em que se observa 50 ou 
80% de redução do crescimento fúngico para alguns autores (Fernández-Torres et al., 2001; 
Karaca et al., 2004; Barros et al., 2007), enquanto outros escolheram a inibição total do 
crescimento como critério para a determinação da CMI (Korting et al., 1995; Fernández-Torres 
et al., 2003a, b e c). A concentração inicial do inóculo foi igualmente distinta nos vários estudos, 
bem como a temperatura e período de incubação (Perea et al., 2001; Fernández-Torres et al., 
2002b; Favre et al., 2003). 
No presente estudo, testou-se a sensibilidade dos dermatófitos a cinco antifúngicos 
utilizados na terapia em Portugal (griseofulvina, itraconazol, cetoconazol, fluconazol e terbinafina), 
tendo como objectivo o desenvolvimento de uma metodologia baseada em meio sólido com 
gradiente do antifúngico a testar.  
 
3.4.1. OPTIMIZAÇÃO DA DETERMINAÇÃO DE CMI EM PLACAS DE GRADIENTE 
Uma vez que factores como o meio de cultura, a temperatura de incubação, a concentração 
do inóculo e o ‘endpoint’ podem afectar a determinação da CMI, foram realizadas alguns ensaios de 
padronização. Assim, para definir a concentração máxima por placa realizou-se um estudo prévio 
em meio líquido em que foram testadas várias concentrações (em diluições seriadas de 1:10, no 
intervalo 0,01 µl/ml a 1000 µl/ml). Para tal, utilizou-se o meio Sabouraud, visto que estudos 
anteriores revelaram que os resultados obtidos são equivalentes entre este meio e o meio RPMI 
1640 recomendado pelo CLSI (Norris et al., 1999). 
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A temperatura utilizada foi de 30ºC, uma vez que a essa temperatura os resultados obtidos 
por Norris et al. (1999) são equivalentes aos obtidos a 35ºC (temperatura utilizada por alguns 
autores).  
Como a concentração do inóculo também pode influenciar os resultados obtidos 
(Norris et al., 1999), optou-se pela utilização de um inóculo contendo 104 cfu/ml, tal como 
recomendado pelo CLSI e adoptado pela maioria dos autores. 
Após quatro a seis dias de incubação, em meio líquido a 30ºC, observou-se crescimento em 
todos os isolados das espécies testadas em meio sem antifúngico, utilizado como controlo de 
crescimento.  
As concentrações mínimas a partir das quais não se observou qualquer crescimento fúngico 
na presença dos antifúngicos fluconazol, itraconazol, cetoconazol, griseofulvina e terbinafina são 
apresentadas na Tabela 8. Para cada espécie e cada antifúngico, esta concentração foi seleccionada 
como a concentração máxima a usar em placas de gradiente. 
 
Tabela 8- Concentração mínima com ausência de crescimento (µg/ml). 
 
Espécie (nº de isolados analisados) Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina
A. cajetani  (2) 100 0,1 10 1 100
A. gypseum  (1) 100 1 1 1 0,1
A. quadrifidum  (1) 1000 10 10 10 0,1
A. uncinatum/T. ajelloi (2) 10 1 1 1 0,1
E. floccosum  (1) 100 0,1 1 1 0,1
M. audouinii (3) 100 1 10 1 0,1
M. canis  (5) 100 1 1 10 (2)* 0,1
T. mentagrophytes sensu lato  (22) 100 1 10 (16)* 10 (21)* 0,1
T. rubrum  (5) 10 1 1 10 0,1
T. soudanense  (2) 10 1 1 10 0,1
T. tonsurans  (4) 10 0,1 1 10 0,1
T. verrucosum  (1) 100 0,1 10 10 0,1
T. violaceum  (1) 10 1 1 10 0,1  
*Número de isolados inibidos na concentração apresentada na Tabela. Na ausência desta indicação, todos os isolados da 
espécie foram inibidos na concentração apresentada na Tabela. 
 
No entanto, quando se observaram as placas de gradiente após inoculação e crescimento 
fúngico, verificou-se que as concentrações máximas estimadas pelo ensaio em meio líquido eram 
insuficientes (no caso dos azóis) ou excessivas (no caso da griseofulvina e terbinafina) conduzindo, 
respectivamente, a um excesso de crescimento (Fig. 24A) ou a um crescimento reduzido 
(Fig. 24B), que impossibilitavam a obtenção de um valor fiável de CMI. 
Assim, foram testadas outras concentrações máximas para cada binómio 
antifúngico/espécie fúngica e seleccionadas (Tabela 9) as que permitiam obter placas de gradiente 
com uma resposta de crescimento adequada à determinação da CMI (Fig. 24C). Sempre que foi 
detectada a presença de microcolónias, estas últimas foram consideradas como crescimento, pelo 
que a CMI foi estimada como indicado na Fig. 24D. 
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Figura 24- Placas com gradiente de concentração de antifúngico. A: placa com crescimento excessivo para 
determinação da CMI (concentração máxima insuficiente); B: placa com crescimento insuficiente 
para determinação da CMI (concentração máxima excessiva); C: placa com crescimento 
apropriado para determinação da CMI (sem microcolónias); D: placa com crescimento apropriado 
para determinação da CMI (com microcolónias). 
 
 
Tendo em conta que o gradiente linear do antifúngico (variação da concentração por 
milímetro) depende da concentração máxima da placa de gradiente e que esta variou de 0,06 e 
2000 µg/ml, a precisão das estimativas da CMI obtidas é variável consoante o binómio antifúngico/ 
espécie. 
Para determinar a acuidade dos resultados obtidos procedeu-se à preparação de placas 
com concentração uniforme de antifúngico. As concentrações escolhidas correspondem às CMIs 
previamente determinadas para cada isolado. 
Às concentrações determinadas para os antifúngicos analisados não se observou 
crescimento em meio de concentração uniforme, indicando que a determinação de CMIs em meio 
com gradiente de antifúngico foi fidedigna. 
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Tabela 9- Concentração máxima por placa de gradiente (µg/ml). 
 
Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina
A. cajetani 200 3 45 4 4
A. gypseum 200 3 14 4 0,06
A. quadrifidum 2000 20 45 7,5 0,06
A. uncinatum 200 3 14 4 0,06
E. floccosum 200 3 14 4 0,06
M. audouinii 500 3 17 4 0,06
M. canis 200 3 10 a 14 4 0,06
T. mentagrophytes sensu lato 500 6 14 a 17 4 0,06
T. rubrum 200 3 14 4 0,06
T. soudanense 200 3 14 4 0,06
T. tonsurans 200 2 14 4 0,06
T. verrucosum 750 2 17 4 0,06
T. violaceum 200 3 14 4 0,06  
 
 
 
3.4.2. CMIS E ANÁLISE DA RESISTÊNCIA 
Na Tabela 10 estão resumidos os resultados da actividade in vitro para os cinco 
antifúngicos utilizados no presente estudo. As CMI50 e CMI90 correspondem à concentração mínima 
em que 50% e 90% dos isolados viram o seu crescimento inibido, respectivamente. 
Em relação aos azóis, verificou-se que as CMIs obtidas para o fluconazol, o itraconazol e o 
cetoconazol foram muito mais elevadas do que as concentrações determinadas em meio líquido. 
Estes resultados estão de acordo com os de Fernández-Torres e sua equipa (2002b e 2003a) que 
revelaram que as médias das CMIs obtidas em meio sólido são mais elevadas do que as obtidas em 
meio líquido. Outro autor detectou igualmente essa diferença que foi relacionada com o facto de os 
azóis serem pouco solúveis em meios sólidos (Clayton, 1994).  
Com o objectivo de determinar uma taxa de conversão (TC) meio sólido/meio líquido para 
os azóis testados, calculou-se a média de várias CMI obtidas em meio líquido para as espécies 
cujos resultados estão publicados e em que os autores utilizaram o critério de 100% de inibição 
para determinar a CMI (Perea et al., 2001; Fernandez-Torres et al., 2002b e 2003a e c;      
Esteban et al., 2005).  
Para cada espécie/antifúngico estabeleceu-se uma taxa de conversão obtida da seguinte 
forma: 
TC = média das CMIs obtida no presente trabalho/média das CMIs publicadas 
 
Desta forma, obtiveram-se TCs para as várias espécies em estudo. A partir dessas TCs 
calculou-se a média das mesmas, tendo sido o seu valor de 10,51. 
Após aplicação da taxa de conversão, as concentrações obtidas para os azóis foram 
corrigidas tendo sido esses valores os considerados como CMIs para este grupo de antifúngicos. Na 
Tabela 11 apresentam-se os resultados obtidos após aplicação da taxa de conversão às CMIs 
obtidas para os azóis. 
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Tabela 10- Actividade in vitro dos cinco antifúngicos sobre os isolados testados. 
Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina
A. cajetani  (2) Média 117,78 0,80 40,25 0,62 3,49
Intervalo 111,11-124-44 0,73-0,87 39,5-41 0,58-0,67 3,38-3,6
A. gypseum  (1) CMI 186,67 1,40 8,40 0,67 0,04
A. quadrifidum  (1) CMI 1533,33 11,11 25,50 3,92 0,02
A. uncinatum/T. ajelloi (2) Média 83,33 1,30 8,63 0,53 0,03
Intervalo 80-86,67 1,27-1,33 8,09-9,18 0,49-0,58 0,02-0,04
E. floccosum  (1) CMI 133,33 0,83 2,96 0,49 0,03
M. audouinii (3) Média 290,74 1,48 12,66 0,84 0,03
Intervalo 277,78-311,11 1,37-1,57 11,71-13,41 0,76-0,93 0,03-0,04
M. canis  (5) Média 150,22 2,25 4,32 0,80 0,03
Intervalo 142,22-157,78 2,07-2,37 3,58-4,98 0,44-1,16 0,02-0,05
CMI50 151,11 2,27 4,51 0,76 0,03
CMI90 151,11 2,37 4,67 0,93 0,03
T. mentagrophytes sensu lato  (22) Média 412,63 3,70 11,48 1,39 0,04
Intervalo 322,22-483,33 1,87-5,07 7,16-15,49 0,71-2 0,02-0,05
CMI50 411,11 3,60 11,04 1,38 0,04
CMI90 472,22 5,00 14,17 1,78 0,05
T. rubrum  (5) Média 88,33 2,43 4,90 1,47 0,03
Intervalo 82,22-93,33 2,33-2,5 3,42-6,84 1,24-1,78 0,02-0,05
CMI50 86,67 2,43 4,67 1,47 0,03
CMI90 91,11 2,47 4,67 1,56 0,03
T. soudanense  (2) Média 85,56 2,37 4,74 2,44 0,02
Intervalo 82,22-88,89 2,33-2,4 4,51-4,98 2,31-2,58 0,02
T. tonsurans  (4) Média 55,00 0,43 4,43 1,42 0,04
Intervalo 51,11-57,78 0,4-0,47 3,89-5,13 1,24-1,69 0,02-0,05
CMI50 53,33 0,42 4,20 1,33 0,04
CMI90 57,78 0,42 4,51 1,42 0,05
T. verrucosum  (1) CMI 716,67 0,33 15,68 3,33 0,05
T. violaceum  (1) CMI 75,56 1,67 4,82 1,38 0,02
Todos os isolados (50) Média 291,51 2,70 10,37 1,35 0,17
Intervalo 51,11-1533,33 0,33-11,11 2,96-41 0,44-3,92 0,02-3,6
CMI50 283,33 2,33 9,33 1,29 0,03
CMI90 466,67 4,87 14,73 1,82 0,05
Concentração (µg/ml)
Espécie (nº de isolados analisados) CMI
 
  
Todos os antifúngicos testados, com a excepção do fluconazol, demonstraram actividade 
sobre a maioria dos isolados incluídos neste estudo, mesmo utilizando concentrações mínimas.  
Considerando todos os isolados, a média das CMIs da terbinafina (0,17 µg/ml) é a mais 
baixa, indicando uma maior actividade in vitro desta droga relativamente às restantes; o que está 
de acordo com Favre et al. (2003), cujos resultados permitiram concluir que esta alilamina possui a 
mais potente acção antifúngica das 17 moléculas por eles testadas (entre as quais as quatro 
incluídas no presente trabalho).  
O itraconazol parece ser a droga mais activa a seguir à terbinafina, com valor médio da 
CMI de 0,26 µg/ml, inferior às do cetoconazol e da griseofulvina (0,99 e 1,35 µg/ml, 
respectivamente). Por sua vez, o fluconazol apresenta a média de CMIs mais elevada entre os 
antifúngicos testados. Estes resultados estão de acordo com os de Fernández-Torres et al. (2001) 
que observaram que o fluconazol apresentava actividade mais reduzida, relativamente à 
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terbinafina e ao itraconazol. Também estão de acordo com os resultados de Fernández-Torres et 
al. (2003a) em que o itraconazol revelou ser mais eficiente do que o fluconazol e o cetoconazol. No 
mesmo estudo, os autores indicam que o fluconazol apresenta actividade mais reduzida do que o 
cetoconazol.  
 
Tabela 11- Actividade in vitro dos cinco antifúngicos sobre os isolados testados após aplicação da taxa de 
conversão. 
Fluconazol Itraconazol Cetoconazol
A. cajetani  (2) Média 11,21 0,08 3,83
Intervalo 10,57-11,84 0,07-0,08 3,76-3,9
A. gypseum  (1) CMI 17,76 0,13 0,80
A. quadrifidum  (1) CMI 145,89 1,06 2,43
A. uncinatum/T. ajelloi (2) Média 7,93 0,12 0,82
Intervalo 7,61-8,25 0,12-0,13 0,77-0,87
E. floccosum  (1) CMI 12,69 0,08 0,28
M. audouinii (3) Média 27,66 0,14 1,20
Intervalo 26,43-29,6 0,13-0,15 1,11-1,28
M. canis  (5) Média 14,29 0,21 0,41
Intervalo 13,53-15,01 0,2-0,23 0,34-0,47
CMI50 14,38 0,22 0,43
CMI90 14,38 0,23 0,44
T. mentagrophytes sensu lato  (22) Média 39,26 0,35 1,09
Intervalo 30,66-45,99 0,18-0,48 0,68-1,47
CMI50 39,12 0,34 1,05
CMI90 44,93 0,48 1,35
T. rubrum  (5) Média 8,40 0,23 0,47
Intervalo 7,82-8,88 0,22-0,24 0,33-0,65
CMI50 8,25 0,23 0,44
CMI90 8,67 0,23 0,44
T. soudanense  (2) Média 8,14 0,23 0,45
Intervalo 7,82-8,46 0,22-0,23 0,43-0,47
T. tonsurans  (4) Média 5,23 0,04 0,42
Intervalo 4,86-5,5 0,04 0,37-0,49
CMI50 5,07 0,04 0,40
CMI90 5,50 0,04 0,43
T. verrucosum  (1) CMI 68,19 0,03 1,49
T. violaceum  (1) CMI 7,19 0,16 0,46
Todos os isolados (50) Média 27,74 0,26 0,99
Intervalo 4,86-145,89 0,03-1,06 0,28-3,9
CMI50 26,96 0,22 0,89
CMI90 44,93 0,46 1,47
Espécie (nº de isolados analisados) CMI
Concentração (µg/ml)
 
 
A concentração em que o crescimento de 90% dos isolados testados foi inibido foi mais 
elevada para o fluconazol (44,93 µg/ml), sendo mais reduzida para a terbinafina (0,05 µg/ml). O 
itraconazol apresenta uma CMI90 de 0,46 µg/ml, inferior às CMI90 do cetoconazol e da griseovulvina 
(1,47 e 1,82 µg/ml, respectivamente). Estes resultados confirmam a ordem de eficácia da 
actividade in vitro observada após análise das médias das CMIs, sendo a terbinafina e o itraconazol 
mais eficientes do que o cetoconazol, a griseofulvina e o fluconazol. Estes resultados indicam que a 
terbinafina constitui um potente antifúngico, como descrito por Gupta e colaboradores (2001b) que 
observaram que o contacto com a terbinafina a 0,0005% era suficiente para matar todas as células 
de T. mentagrophytes, T. tonsurans e T. raubitschekii. 
A utilização de um teste estatístico de comparação de médias a posteriori (teste de Tukey) 
confirmou que o fluconazol conduz à obtenção de CMIs mais elevadas do que os restantes quatro 
antifúngicos. No entanto, não foi detectada qualquer diferença significativa entre as médias de 
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CMIs obtidas com o itraconazol, o cetoconazol, a griseofulvina e a terbinafina indicando uma 
actividade semelhante dessas quatro moléculas sobre os isolados analisados. 
A actividade do fluconazol varia muito consoante a espécie analisada, como se verifica com 
os isolados das espécies T. rubrum, T. soudanense, T. violaceum, T. tonsurans e 
A. uncinatum/T. ajelloi relativamente aos restantes isolados analisados, especialmente 
A. quadrifidum que apresenta uma CMI elevada para este antifúngico (145,89 µg/ml). Resultados 
similares foram obtidos por Fernández-Torres e colaboradores (2001) que observaram que 
T. rubrum é mais susceptível ao fluconazol do que M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes. 
A. quadrifidum apresenta uma CMI para o fluconazol cerca de cinco vezes mais elevada do 
que a média das CMIs para todos os isolados analisados. Perea e colaboradores (2001) revelaram 
que são necessários 64 µg/ml para inibir a 80% o crescimento do isolado de T. terrestre 
(anamórfico de A. quadrifidum) incluído no seu estudo. Embora esses resultados não sejam 
directamente comparáveis com os da presente investigação, a média de CMIs de todos os isolados 
analisados por Perea et al., (2001) revelou ser cerca de seis vezes mais reduzida do que a 
observada com o isolado de T. terrestre analisado pelos mesmos autores. Estes resultados estão de 
acordo com os relatados no presente trabalho, o que aponta para uma resistência intrínseca de 
isolados de A. quadrifidum/T. terrestre ao fluconazol. No entanto, para corroborar essa hipótese é 
essencial realizar um estudo utilizando um número superior de isolados. 
Paralelamente, Fernández-Torres e colaboradores (2003a) observaram que isolados de 
T. mentagrophytes possuíam CMIs entre 32 e 128 µg/ml para o fluconazol, enquanto que para as 
restantes espécies testadas (E. floccosum, M. canis, T. rubrum e T. tonsurans) os valores de CMI 
pertenciam ao intervalo entre 3,54 e 7,07 µg/ml. Resultados similares foram observados na 
presente investigação em que a CMI dos isolados de T. mentagrophytes foi superior. 
Relativamente ao itraconazol, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que essa 
droga possui uma actividade eficiente sobre as espécies testadas, sendo a concentração máxima 
necessária para inibir o isolado mais resistente de 1,06 µg/ml (para A. quadrifidum). Resultados 
similares, em que o isolado de T. terrestre apresenta uma CMI mais elevada relativamente aos 
outros isolados, foram igualmente observados por Perea e sua equipa (2001).  
Para o cetoconazol, os resultados revelam que a droga possui uma acção inibidora sobre 
todos os isolados, sendo os de A. cajetani os que apresentam a maior resistência. No entanto, não 
foi detectado qualquer isolado com CMI na ordem dos 8 ou 16 µg/ml, ao contrário do que foi 
observado no estudo de Fernández-Torres e colaboradores (2001) e de Perea e sua equipa (2001). 
De uma forma global, os resultados obtidos com a griseofulvina indicam que os isolados 
pertencentes ao género Microsporum são mais sensíveis a esta droga do que os isolados de 
Trichophyton analisados no presente estudo. Resultados similares foram descritos por Perea et al. 
(2001) que observaram que T. terrestre apresenta maior resistência do que os isolados das 
restantes espécies. Uma vez que o ‘endpoint’ (100% de inibição de crescimento) escolhido por 
Perea et al. (2001) para determinar as CMIs dos isolados foi igual ao utilizado neste estudo, pode 
ser efectuada a comparação directa dos resultados. 
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Na Tabela 12 são comparados os resultados obtidos para a griseofulvina na presente 
investigação com os obtidos por Perea e sua equipa (2001). A comparação dos resultados revela 
que existe uma correlação significativa (r=0,92; P<0,05) entre as concentrações observadas nos 
dois estudos para as diferentes espécies analisadas. 
 
Tabela 12- CMIs médias (µg/ml) obtidas no presente estudo e em Perea et al. (2001). 
Presente estudo Perea et al . (2001)
A. cajetani 0,62 0,50
A. gypseum 0,67 0,63
A. quadrifidum 3,92 >8
A. uncinatum/T. ajelloi 0,53 -
E. floccosum 0,49 0,47
M. audouinii 0,84 0,71
M. canis 0,80 0,56
T. mentagrophytes ss lt 1,39 1,58
T. rubrum 1,47 1,95
T. soudanense 2,44 8,00
T. tonsurans 1,42 2,44
T. verrucosum 3,33 5,66
T. violaceum 1,38 2,83*
Todos os isolados 1,35 1,43  
*Gupta et al. (2007)  
 
Embora a terbinafina constitua o antifúngico com a acção in vitro mais eficiente sobre os 
dermatófitos, os isolados de A. cajetani apresentam CMI ca. 90 vezes superiores à média de CMI 
dos restantes isolados (0,04 µg/ml). Considerando os resultados obtidos por Mukherjee e 
colaboradores (2003), em que isolados de T. rubrum foram considerados resistentes a essa droga 
por necessitarem de 4 µg/ml para inibir o seu crescimento, pode concluir-se que os isolados de 
A. cajetani analisados neste estudo também são resistente à terbinafina. No entanto, o ‘endpoint’ 
escolhido por Mukherjee e sua equipa (2003) difere do utilizado no presente estudo, pelo que os 
resultados não serão directamente comparáveis. 
Considerando que um isolado é definido como resistente se a sua CMI está na ordem de 4 
µg/ml e que a CMI calculada para os isolados de A. cajetani está próxima deste valor, será 
importante determinar se a “resistência” à terbinafina é intrínseca em isolados da espécie 
A. cajetani ou apenas característica dos isolados analisados no presente trabalho. 
No seu estudo, Fernández-Torres e colaboradores (2001) obtiveram CMI mais elevada com 
a terbinafina para M. cookei (anamórfica de A. cajetani) relativamente às restantes espécies 
analisadas. Os autores relacionam essa diferença com a espessura da parede dos conídios de 
M. cookei. No entanto, os mesmos autores, utilizando o fluconazol e o itraconazol, obtiveram CMIs 
na ordem das obtidas para as outras espécies em análise. Por outro lado, as CMIs por nós obtidas 
com o fluconazol, o itraconazol e a griseofulvina para a espécie A. cajetani são inferiores às médias 
calculadas para os restantes isolados. Estes resultados indicam que as elevadas CMIs observadas 
com o cetoconazol e a terbinafina poderão não estar relacionadas com a espessura dos conídios. 
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Para determinar se as elevadas CMIs estão relacionadas com a espessura da parede dos 
conídios Fernández-Torres et al. (2003b), num estudo posterior, incluíram isolados das espécies 
M. canis, M. gypseum, M. cookei, M. racemosum e T. ajelloi caracterizadas por possuirem conídios 
de parede espessa. Esses autores utilizaram dois tipos de inóculos, conídios e hifas, tendo 
observado uma reduzida concordância entre as CMIs determinadas. Os seus resultados revelaram 
que, de facto, a utilização de conídios conduz à obtenção de CMIs mais elevadas relativamente às 
hifas, indicando que as CMIs elevadas estão relacionadas com a espessura da parede dos conídios. 
Os autores já haviam utilizado isolados dessas mesmas espécies no seu primeiro trabalho 
(Fernández-Torres et al., 2001), contudo os resultados das duas investigações apenas poderão ser 
comparáveis para o inóculo constituido por conídios e para o antifúngico terbinafina uma vez que 
foi a única droga em que os autores utilizaram o mesmo ‘endpoint’.  
A comparação dos resultados obtidos nessas duas investigações revelou que, no segundo 
trabalho, os isolados de M. racemosum apresentaram CMIs mais baixas (8 e 16 µg/ml) do que no 
primeiro (>16 µg/ml). Relativamente a M. gypseum, os autores observaram um aumento da CMI 
entre a primeira (0,04 µg/ml, intervalo 0,03-1 µg/ml) e a segunda investigação (1 e 2 µg/ml). 
Para T. ajelloi os resultados obtidos no primeiro trabalho (0,01 µg/ml, intervalo 0,007 e 
0,03 µg/ml) foram inferiores aos obtidos no segundo (2 e 8 µg/ml). Analisando os resultados para 
os isolados de M. canis, a média de CMIs de 0,04 µg/ml (intervalo 0,007 e >16 µg/ml) obtida no 
primeiro trabalho foi muito inferior aos resultados obtidos no segundo (intervalo CMI entre 8 e 
>16 µg/ml). 
Relativamente a M. cookei, observou-se uma diminuição da CMI entre os dois trabalhos 
(>16 µg/ml no primeiro e 4 e 8 µg/ml no segundo). Porém, as CMIs registadas nas duas 
investigações são muito superiores às obtidas para os restantes isolados. 
No estudo por nós realizado, das espécies investigadas por Fernández-Torres et al. (2001; 
2003b), foram incluídos isolados de M. canis, M. gypseum e T. ajelloi. Os resultados obtidos estão 
de acordo com os da primeira investigação da equipa de Fernández-Torres (2001) e em 
contradição com os da segunda (Fernández-Torres et al., 2003b), uma vez que todos os isolados 
analisados apresentam CMIs reduzidas, na ordem de 0,03 a 0,04 µg/ml.  
Esta comparação revela que o aumento da CMI, observado por Fernández-Torres e sua 
equipa nos dois trabalhos (2001 e 2003b), poderá não estar relacionado com a espessura da 
parede dos conídios nos isolados das espécies acima mencionadas. Uma vez que os autores 
utilizaram a mesma metodologia nas duas investigações, a diferença observada poderá estar 
relacionada com a baixa sensibilidade de alguns isolados das espécies M. canis, M. gypseum, 
M. racemosum e T. ajelloi à terbinafina.  
Paralelamente, para os isolados de A. cajetani analisados, a CMI determinada no presente 
trabalho com o itraconazol (0,08 µg/ml) é mais reduzida de que a de T. rubrum ou 
T. mentagrophytes sensu lato (0,23 e 0,35 µg/ml, respectivamente) cujas paredes dos conídios 
não apresentam diferenças significativas relativamente às hifas. 
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Assim, a espessura não parece influenciar as CMIs obtidas, tal como observado por 
Nardoni et al. (2000) relativamente à sensibilidade de M. canis à terbinafina. Esses autores 
utilizaram dois tipos de inóculos, não tendo detectado diferenças significativas entre as CMIs 
obtidas a partir de hifas e de conídios. Desta forma, a espessura da parede dos conídios parece não 
estar ligada à “resistência” dos isolados da espécie M. cookei/A. cajetani à terbinafina, ou seja, 
essa característica parece ser intrínseca aos isolados dessa espécie. 
Paralelamente, ao testar o fluconazol para o isolado de A. quadrifidum registou-se uma CMI 
mais elevada relativamente às restantes. A actividade da terbinafina sobre esse isolado foi 
eficiente, tendo sido observada uma CMI de 0,02 µg/ml e CMIs igualmente reduzidas com o 
cetoconazol e o itraconazol. A griseofulvina apresenta uma actividade inferior em comparação com 
os antifúngicos anteriores sem, no entanto, ser muito elevada.  
No presente estudo, os resultados obtidos com os cinco antifúngicos indicam que isolados 
de algumas espécies são mais susceptíveis a um determinado antifúngico do que outras. No 
entanto, afirmar que um isolado é resistente a um antifúngico não pode ser baseado apenas nos 
resultados obtidos in vitro. A determinação do limiar sensibilidade/resistência (‘breakpoint’) deverá 
ter em conta outras variáveis como a farmacodinâmica e a farmacocinética do antifúngico.  
Assim, conclusões do tipo: “o fluconazol não seria eficaz para dermatofitias provocadas por 
A. quadrifidum ou sua teleomórfica T. terrestre” ou ainda que “A. cajetani é resistente à 
terbinafina” terão de ser comprovadas. 
Até à data, pouco se sabe acerca da resistência dos dermatófitos aos antifúngicos      
(Favre et al., 2004). Mukherjee e colaboradores (2003) compararam resultados de CMIs obtidas 
com fluconazol, itraconazol e griseofulvina de um isolado de T. rubrum cuja sensibilidade à 
terbinafina tinha sido determinada como reduzida num estudo prévio (Bradley et al., 1999). Os 
autores concluíram que o isolado em questão apenas é resistente a antifúngicos que inibem a 
esqualeno-epoxidase, não sendo resistente aos azóis nem à griseofulvina.  
 Por sua vez, Santos et al. (2007) utilizaram 32 isolados de T. rubrum considerados 
resistentes ao fluconazol por apresentarem CMIs iguais ou superiores a 64 µg/ml. Estes autores 
analisaram a sensibilidade a quatro antifúngicos. Os resultados revelaram que os isolados são 
sensíveis ao cetoconazol, itraconazol, griseofulvina e terbinafina, tendo sido concluído que são 
necessários mais estudos para relacionar a dita resistência com os resultados clínicos, de forma a 
desenvolver ‘breakpoints’ para T. rubrum e restantes dermatófitos. 
Aplicando aos nossos resultados o ‘breakpoint’ sugerido por Santos e colaboradores (2007), 
em que isolados cujas CMIs são iguais ou superiores a 64 µg/ml são considerados resistentes ao 
fluconazol, pode concluir-se que os isolados das espécies T. verrucosum e A. quadrifidum são 
resistentes a esta droga. Todavia, para a determinação da relação entre um antifúngico e os 
resultados de tratamentos clínicos de pacientes com esse antifúngico é necessário avaliar se a sua 
concentração após toma apresenta valores superiores à CMI. No estudo sobre a farmacocinética do 
fluconazol na pele e nas unhas, Faergemann (1999) determinou a concentração desse antifúngico 
em vários locais após toma diária de 50 mg ou semanal de 150 mg. A Tabela 13 reúne resultados 
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obtidos por este e outros autores para diferentes antifúngicos (Epstein et al., 1972; Harris et al., 
1983; Cauwenbergh et al., 1988; Faergemann et al., 1993a e b e 1996). 
Tabela 13- Concentração de cinco antifúngicos em vários locais do organismo (µg/ml ou µg/g). 
Soro/plasma Sebo Suor Epiderme/derme Stratum corneum unhas
Griseofulvina 500 mg/dia 2 ‐ 200 ‐ 20,6 ‐
Fluconazol 50 mg/dia 1,81 ‐ 4,69 2,93 73 ‐
Fluconazol 150 mg/semana 2,12 ‐ 3,77 4,64 23,42 8,54
Itraconazol 200 mg/dia 0,54 4,64 0,07 ‐ 0,8 0,94
Cetoconazol 200 mg/dia 7,96 0,06 0,09 ‐ 5,19 ‐
Terbinafina 250 mg/dia 1,4 56,08 ‐ 1,04 14,41 0,4  
 
Para serem comparáveis com os dados da Tabela 13, os isolados foram classificados como 
infectando a pele ou as unhas, independentemente do quadro clínico específico que provocam 
(e.g. tinea corporis: infecção da pele). Assim, a pesquisa bibliográfica revelou que existem registos 
de infecção da pele provocadas por todas as espécies analisadas neste estudo. Por sua vez, a 
infecção das unhas foi observada para todas as espécies, excepto A. cajetani, A. quadrifidum e 
A. uncinatum (Albornoz et al., 1975; Presbury et al., 1978; Nierman et al., 1980;                   
Difonzo et al,. 1985; Noble et al., 1998; Jeske et al., 1999; Lupa et al., 1999; Patwardhan et al., 
1999; Padilla et al., 2002; Chinelli et al., 2003; Contet-Audonneau et al., 2006; Moraes et al., 
2006; Ngwogu et al., 2007; Romano et al., 2008).  
Para o fluconazol, uma medicação de 50 mg/dia parece conduzir à obtenção de uma 
concentração de 73 µg/g no stratum corneum, superior à administração de 150 mg/semana 
(23,42 µg/g). De acordo com estes dados é possível afirmar que uma dose semanal de 150 mg é 
suficiente para curar infecções da pele causadas pela maioria dos isolados analisados. Assim, 
isolados das espécies A. cajetani, A. gypseum, A. uncinatum/T. ajelloi, E. floccosum, M. canis, 
T. rubrum, T. soudanense, T. tonsurans e T. violaceum serão, teoricamente, eliminados com uma 
medicação semanal, enquanto os restantes isolados permaneceriam na pele do paciente. A 
utilização de doses diárias de 50 mg permitiria eliminar os isolados das restantes espécies, com a 
excepção de A. quadrifidum. Assim, alguns isolados com CMIs superiores a 64 µg/g (‘breakpoint’ 
definido por Santos et al., 2007) também serão eliminados não podendo ser considerados como 
resistentes. 
Relativamente a infecções das unhas, a informação disponível (Tabela 13) está relacionada 
apenas com a administração semanal de fluconazol. Essa posologia permitiria a eliminação apenas 
de isolados das espécies A. cajetani, T. soudanense, T. tonsurans, T. violaceum e alguns isolados 
de T. rubrum. A utilização diária de fluconazol poderá constituir uma alternativa para o tratamento 
de infecções das unhas pelos dermatófitos. Todavia, a ausência de resultados sobre a 
farmacocinética dessa droga, nessa dose, nas unhas não permite afirmá-lo com certeza. 
 Para o itraconazol, a utilização de 200 mg/dia permite a acumulação deste antifúngico a 
uma concentração de 0,8 µg/g no stratum corneum e 0,94 µg/g nas unhas. A estas concentrações 
apenas o isolado da espécie A. quadrifidum, cuja CMI (1,06 µg/g) foi determinada no presente 
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estudo, será difícil de eliminar. Os restantes isolados não parecem ser resistentes à terapêutica 
baseada na utilização dessa molécula.  
Para o cetoconazol, apenas foi possível encontrar a concentração dessa substância no 
stratum corneum após administração de uma dose de 200 mg/dia. Essa concentração (5,19 µg/g) 
está muito acima de qualquer CMI determinada no presente estudo, pelo que a utilização desta 
droga em caso de infecção pelos isolados analisados seria eficiente. O mesmo acontece com a 
griseofulvina, cuja concentração na pele é muito superior às CMI observadas no presente estudo. 
Todavia, a griseofulvina apenas possui actividade fungistática e não fungicida, indicando que a 
duração da medicação terá de ser superior à das outras drogas. 
Considerando a utilização da terbinafina, uma dose diária de 250 mg conduz a uma 
concentração de 14,41 µg/g no stratum corneum indicando que, teoricamente, todos os isolados 
incluídos neste estudo são susceptíveis a esta droga. Assim, mesmo o isolado de T. rubrum 
descrito por Mukherjee e colaboradores (2003) seria susceptível a esta medicação se o quadro 
clínico provocado estivesse relacionado com a pele uma vez que a CMI é de 4 µg/g. No entanto, 
como esse isolado foi obtido da unha de um paciente e a concentração da terbinafina nesse local 
não é muito elevada (0,4 µg/g) a medicação baseada nessa droga será certamente insuficiente 
para a eliminação do patogénio. Possivelmente, foi o que sucedeu ao paciente a partir do qual o 
fungo foi isolado, sobretudo devido ao facto de a terbinafina, em infecção das unhas, ser utilizada 
em baixas concentrações (Mukherjee et al., 2003).  
Embora os resultados acima referidos pareçam ser encorajadores, uma vez que é possível 
eliminar a infecção na pele e nas unhas provocada por qualquer um dos isolados analisados, não se 
pode concluir que a utilização desses antifúngicos na terapêutica produziria resultados idênticos. 
Bradley e colaboradores (1999) revelaram que, mesmo para isolados considerados susceptíveis à 
terbinafina, existem falhas de tratamento que poderão estar relacionadas com factores inerentes 
aos pacientes. Assim, o insucesso da terapia antifúngica, mesmo em pacientes cumpridores, 
poderá não estar directamente relacionado com resistências intrínsecas dos isolados de uma 
determinada espécie ao antifúngico ou resistências adquirida pelo fungo, mas sim com outros 
factores ainda por determinar. 
Isolados das espécies A. gypseum, A. quadrifidum, M. audouinii, M. canis, 
T. mentagrophytes, T. rubrum, T. soudanense, T. tonsurans, T. verrucosum e T. violaceum são 
também responsáveis por infecções do tipo tinea capitis. Todavia, tanto quanto se sabe não 
existem registos da concentração de antifúngicos no cabelo, pelo que a utilização dessas drogas 
poderá originar resultados distintos dos que teoricamente se observariam em infecções do stratum 
corneum ou das unhas. 
A utilização terapêutica desses antifúngicos não deverá ser baseada apenas nas CMIs 
observadas para cada espécie. Como qualquer medicamento, essas substâncias provocam efeitos 
adversos que podem ser muito graves. Assim, os cinco antifúngicos utilizados no presente estudo 
podem causar desordens digestivas (e.g. náuseas, vómitos, diarreia) e/ou problemas cutâneos 
(e.g. urticária, prurido). Após utilização de fluconazol, itraconazol, terbinafina ou cetoconazol foram 
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observadas disfunções hepáticas, podendo ser muito graves no último caso. O único antifúngico 
cuja utilização não parece interferir com a função hepática é a griseofulvina. No entanto, a sua 
administração foi relacionada com casos de alterações sanguíneas (e.g. agranulocitose e 
leucopenia) (Osswald et al., 2007).  
Assim, a utilização prática dos antifúngicos deverá tomar em consideração não só a 
actividade in vitro mas também os possíveis efeitos adversos que poderão surgir associados à 
medicação. 
 
A metodologia descrita neste subcapítulo constitui uma alternativa eficiente para testar a 
sensibilidade dos dermatófitos aos antifúngicos. No entanto, estudos intra e interlaboratoriais são 
fundamentais para avaliar o grau de reprodutibilidade da técnica. Paralelamente, terá de se 
analisar se será necessário determinar uma taxa de conversão para o grupo dos azóis, uma vez 
que resultados obtidos por Fernández-Torres e colaboradores (2006) revelam uma boa correlação 
entre CMIs obtidas com azóis em meio sólido e líquido.  
O recurso a placas de gradiente permite a determinação da CMI de uma forma mais exacta, 
ao contrário de que se observa com a utilização de meio líquido. A utilização de um ‘endpoint’ de 
100% de inibição de crescimento constitui outra vantagem, uma vez que os resultados se tornam 
menos subjectivos. 
Ao contrário das metodologias baseadas em meio líquido (macro e microdiluição) ou em 
E-test, para o qual apenas algumas drogas estão disponíveis, a utilização de meio sólido com 
gradiente de antifúngico permite testar todas as drogas existentes no mercado, além de apresentar 
a vantagem de ser mais adequada para os dermatófitos, uma vez que apresentam um crescimento 
reduzido em meio líquido. A outra vantagem na utilização de meio sólido é o facto de não ser 
necessária a preparação de suspensões de esporos, que são difíceis de obter no caso de alguns 
dermatófitos (Fernandez-Torres et al., 2002b).  
Nesta altura em que vários grupos desenvolvem esforços para uniformizar os testes acerca 
da susceptibilidade dos dermatófitos aos antifúngicos (Norris et al., 1999; Jessup et al., 2000; 
Fernandez-Torres et al., 2002b; Pujol et al., 2002; Ghannoum et al., 2004 e 2006), um estudo 
intra e interlaboratorial comparando os dois tipos de inóculos (hifas e conídios) facultará resultados 
importantes para determinar qual dos dois tipos de inóculo é mais preditivo. 
Por fim, a interacção entre antifúngicos e fungos, fungos e hospedeiros e antifúngicos e 
hospedeiros é muita complexa. A determinação da actividade antifúngica de uma substância 
in vitro apenas permitirá obter parte da informação que possibilitará uma predição sobre a 
adequação da terapia (Johnson 2008). Contudo, o aumento crescente do número de moléculas 
com actividade antifúngica torna necessário o desenvolvimento e a padronização de métodos 
robustos e fiáveis que contribuam para a selecção do antifúngico mais apropriado para cada caso. 
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Os dermatófitos não fazem parte da flora normal dos humanos nem são microrganismos 
oportunistas mas verdadeiros patogéneos que infectam o stratum corneum, unhas ou cabelo de 
indivíduos saudáveis (Baeza et al. 2007; Monod, 2008). No entanto, por as infecções serem 
maioritariamente superficiais e não constituírem perigo de vida para os pacientes, os estudos sobre 
este grupo de fungos são relativamente limitados. 
No presente estudo, foi investigada uma colecção de 205 dermatófitos obtidos na sua 
maioria de dermatofitias em humanos, bem como 28 estirpes de referência. A análise incidiu sobre 
a identificação e diferenciação moleculares desses isolados, a pesquisa de genes de virulência e a 
avaliação da sensibilidade de alguns isolados a antifúngicos utilizados na terapêutica em Portugal. 
Após identificação molecular, os dermatófitos das espécies representadas por mais de três 
isolados foram analisados com o objectivo de avaliar o potencial diferenciante da metodologia PCR 
com ‘primer’ único. O limite de reprodutibilidade da técnica foi de 98%, tendo os isolados que 
agruparam a valores de semelhança superiores sido considerados como idênticos.   
Uma vez que os isolados que apresentam 98% ou mais de semelhança entre si foram 
considerados como iguais, a ocorrência dos genes de virulência deveria ser igual nesses isolados. 
Em anexo são apresentados os resultados observados para esses isolados verificando-se que uma 
semelhança ≥98% entre os perfis obtidos por PCR com ‘primer’ único não implica necessariamente 
perfis de virulência iguais.  
De facto, para os isolados 163 e 164 da espécie M. audouinii os perfis de virulência diferem 
entre si por o isolado 164 possuir o gene SUB2, não detectado no primeiro isolado. Da mesma 
forma, nos isolados 56, 59 e 60 de M. audouinii a detecção dos genes de virulência gerou 
resultados distintos, uma vez que o gene MEP3 está presente no isolado 59 mas não no primeiro, 
enquanto esse mesmo isolado não possui o gene SUB3 que foi detectado no isolado 60. Os isolados 
56 e 60 diferem entre si pelo facto do último possuir os genes MEP3 e SUB3, que não foram 
detectados no isolado 56. 
Para a espécie T. violaceum, em que todos os isolados incluídos neste estudo foram 
considerados como pertencentes ao mesmo tipo (nível de corte 82,5% de semelhança), a 
comparação dos perfis de virulência dos isolados com semelhança ≥98% revelou existirem genes 
presentes num isolado que não foram detectados em todos, podendo significar quatro genes de 
diferença entre eles. Como se pode verificar nos isolados 187 e 189, os genes MEP4, SUB1, SUB6 e 
SUB7 foram apenas detectados no primeiro isolado. Os outros isolados, considerados como iguais, 
diferem entre si em dois genes, SUB6 e SUB7 para o par 180/181 e SUB2 e SUB6 para o par 
178/179. 
Relativamente à espécie T. tonsurans, os isolados que possuem níveis de semelhança 
≥98% apresentam, consoante os casos, resultados diferentes ou iguais. De facto, os perfis de 
virulência obtidos para os isolados 184 e 185 revelaram que os genes SUB3 e SUB7 apenas foram 
detectados no primeiro isolado, enquanto o gene SUB5 foi amplificado somente no segundo. Por 
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sua vez, os isolados 103, 104, 105 e 114 apresentaram, todos, o mesmo perfil de virulência em 
que apenas se detectou a ausência do gene SUB5. 
Resultados semelhantes foram observados após análise dos resultados dos isolados de 
M. canis considerados iguais. Os grupos de isolados 67/68, 80/81/83 e 84/87, apresentaram perfis 
de virulência iguais em cada um. Por sua vez, os isolados dos pares 77/78 e 76/86 diferem entre si 
por dois (MEP3 e SUB3) ou um gene (SUB2), respectivamente.  
Para os isolados da espécie T. mentagrophytes sensu lato, os dois isolados obtidos em 
Marrocos e que foram considerados iguais (656 e 126), os isolados 61 e 72 bem como os isolados 
191 e 192 apresentam perfis de virulência iguais em cada um dos grupos. Por outro lado, os 
isolados 120 e 123 diferem entre si pela presença dos genes MEP5 e SUB2 no primeiro. Os 12 
genes de virulência investigados foram detectados no isolado 54 tendo sido amplificados apenas os 
genes MEP2, MEP3, SUB4 e SUB6 no isolado 31, considerado igual a esse último.  
Paralelamente, três isolados com semelhança ≥98% apresentam, igualmente, disparidade 
quanto aos seus perfis de virulência. De facto, os isolados 109, 111 e 112 diferem entre si por um 
(SUB3 para 109 e 112; SUB6 para 111 e 112) ou dois genes (SUB3, SUB6 para 109 e 111). 
Por outro lado, os isolados 128, 130, 131, 132, 134 e 135 apresentam resultados variáveis 
uma vez que os isolados 128, 131 e 135 apresentam o mesmo perfil, constituído por todos os 
genes, enquanto os restantes apresentam resultados distintos. Assim, os isolados 132 e 134 
diferem dos anteriores pela ausência de um gene (SUB3 e MEP5, respectivamente), enquanto o 
isolado 130 difere dos primeiros pela ausência de dois genes. Entre si, os isolados 130, 132 e 134 
diferem pela presença/ausência de um (SUB2 - 30 e 132), dois (MEP5, SUB2 - 132 e 134) ou três 
genes (MEP5, SUB2, SUB3 - 130 e 135). 
No que diz respeito aos isolados pertencentes à espécie T. rubrum, a análise dos perfis de 
virulência revelou que os isolados dos pares 53/57, 7R/9R, assim como 193/194 diferem entre si 
pela presença/ausência de dois genes; MEP5 e SUB1, MEP3 e SUB6 e MEP2 e SUB6, 
respectivamente. 
Quanto aos isolados 153, 154 e 155 a diferença de perfis de virulência observada prende-
se com a disparidade na amplificação de dois ou três genes, tratando-se de SUB1 e SUB6 entre os 
isolados 153 e 154, MEP4, SUB1 e SUB2 entre os isolados 154 e 155 e MEP4, SUB2 e SUB6 entre 
os isolados 153 e 155. Simultaneamente, a presença/ausência de quatro genes distingue os perfis 
de virulência dos isolados 205 e 206. 
Relativamente aos isolados 42, 48 e 51 de T. rubrum, observou-se que os isolados 42 e 51 
apresentam o mesmo perfil de virulência, que difere do detectado no isolado 48 apenas pela 
ausência do gene MEP4. O mesmo acontecendo entre os isolados 197, 198 e 199, em que os perfis 
de virulência dos dois primeiros são iguais, distinguindo-se do perfil do último pela ausência do 
gene SUB6. 
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A análise dos perfis de virulência dos seis isolados 165, 168, 171, 172, 173 e 174 revelou 
resultados mistos em que foram detectados os mesmos genes nos dois primeiros e nos dois 
últimos. Os isolados 171 e 172 apresentam perfis de virulência iguais entre si e diferentes dos 
restantes isolados pela presença do gene SUB6. 
Num grupo de quatro isolados idênticos, os isolados 151 e 152 apresentam perfis de 
virulência iguais entre si e diferentes dos isolados 146 e 150. De facto, o isolado 146 apresenta 
perfil de virulência que inclui o gene SUB2 mas não o gene MEP4, ao contrário do que acontece 
com os isolados 151 e 152. Quanto ao isolado 150, o seu perfil de virulência apenas difere do 
desses últimos pela ausência do gene MEP4. Da mesma forma, a comparação dos perfis obtidos 
após amplificação dos genes de virulência dos isolados 146 e 150 revelou que esses diferem pela 
presença/ausência dos genes SUB2 e SUB6. 
Como se verificou, isolados considerados iguais após utilização de métodos moleculares 
apresentam perfis de virulência distintos entre si, chegando mesmo a atingir os oito genes de 
diferença. Até que ponto as diferenças de perfis de virulência observadas entre esses isolados se 
traduzem por comportamentos distintos é uma questão que terá de ser analisada em trabalhos 
futuros.  
Paralelamente, testes de infecção in vivo completarão a informação, permitindo esclarecer 
se existem diferenças ao nível das lesões provocadas como consequência da presença/ausência de 
genes (e.g. nível da inflamação, cura rápida, etc.), sobretudo devido ao facto de o papel das 
proteínas codificadas pelos genes investigados ainda não ser conhecido. 
O facto de a metodologia de PCR com ‘primer’ único não ter permitido a distinção entre 
isolados que foi possível discriminar após pesquisa dos genes de virulência poderá dever-se aos 
diferentes alvos dos ‘primers’ utilizados. Assim, as regiões do DNA analisadas com estas 
metodologias são distintas, logo os resultados não são directamente sobreponíveis mas sim 
complementares. De acordo com uma atitude conservadora “dois isolados são iguais até prova do 
contrário”, ou seja, todos os isolados considerados como idênticos com a metodologia de PCR com 
‘primer’ único que se revelaram diferentes no seu perfil de virulência deverão ser, a partir desse 
momento, considerados diferentes. 
A ocorrência dos genes de virulência por tipos definidos com base nos perfis de PCR foi 
igualmente investigada. Os resultados revelaram que em dois dos quatro tipos considerados para a 
espécie T. rubrum (representados pelos ‘clusters’ II e IV) não foi possível amplificar nenhum dos 
12 genes pesquisados. Por sua vez, os isolados pertencentes aos tipos I e III dessa mesma espécie 
apresentaram resultados semelhantes entre si, tendo sido possível observar uma média de dois 
genes MEP para os dois tipos e cinco e seis genes SUB para os isolados do tipo I e do tipo III, 
respectivamente.  
Relativamente às espécies T. tonsurans e T. violaceum, em que todos os isolados 
pertencem ao mesmo tipo, estes apresentaram uma média de cinco genes de cada família para os 
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representantes da primeira espécie e dois genes da família MEP e cinco da família SUB para os da 
segunda. 
Nos isolados da espécie M. canis, que foram subdivididos em três tipos, a ocorrência dos 
genes de virulência revelou que nos isolados dos tipos II e III foi possível amplificar uma média de 
cinco genes MEP e três genes SUB. Por sua vez, para os isolados do tipo I obteve-se amplificação 
positiva para quatro genes MEP e dois genes SUB. 
Para os isolados da espécie M. audouinii, a análise dos perfis obtidos após amplificação com 
um ‘primer’ único permitiu a definição de três tipos. Em média, cinco genes MEP e dois SUB foram 
amplificados nos isolados do tipo I, enquanto para o isolado que constitui o ‘single-member cluster’ 
II (tipo II) foi possível amplificar quatro genes MEP e três genes SUB. A pesquisa de genes de 
virulência nos isolados que constituem o tipo III revelou a presença média de cinco genes MEP e 
três genes SUB.  
 Após tipificação, os isolados da espécie M. gypseum incluídos neste estudo foram 
distribuídos em sete tipos. Quanto à ocorrência dos genes de virulência nesses isolados, verificou-
se que os dois isolados do primeiro tipo possuem três genes MEP e um ou nenhum gene SUB. Nos 
isolados que constituem o segundo, terceiro e quarto tipos não se observou a presença de qualquer 
gene SUB; quanto aos genes MEP foi possível amplificar um, quatro ou três genes, 
respectivamente. Os isolados dos tipos V e VI apresentam um número médio de quatro genes MEP 
e um SUB, respectivamente. Por sua vez, o isolado que constitui o tipo VII não parece possuir 
nenhum dos 12 genes de virulência pesquisados no presente estudo. 
 Relativamente aos isolados da espécie T. mentagrophytes sensu lato, a análise da 
ocorrência de genes de virulência nas três variedades incluídas neste estudo 
(i.e. T. mentagrophytes var. mentagrophytes, T. mentagrophytes var. erinacei e 
T. mentagrophytes var. interdigitale) revelou que as duas variedades zoofílicas estão relacionadas 
com um número mais elevado de genes de virulência do que a variedade antropofílica (ver ponto 
3.3.). De facto, os isolados zoofílicos desta espécie possuem uma média de sete genes SUB, 
diferindo quanto ao número médio de genes MEP, em que foi possível amplificar em média quatro 
genes para os isolados da variedade T. mentagrophytes var. erinacei e cinco para a variedade 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes. Quanto aos isolados da terceira variedade, incluídos no 
presente estudo, obteve-se uma média de dois genes MEP e três SUB. 
Considerando os tipos definidos para T. mentagrophytes var. erinacei, os isolados dos tipos 
I-A.1, I-A.2, I-B.1 e I-B.2 possuem todos os genes de virulência pesquisados. Por sua vez, os 
isolados dos ‘single-member clusters’ (tipos I-A.3, I-C e I-D) possuem três, nenhum ou quatro 
genes MEP e seis, três ou sete genes da família SUB, respectivamente. 
Os isolados de T. mentagrophytes var. mentagrophytes dividem-se em sete tipos que se 
caracterizam por possuírem, em média, cinco genes MEP. Com excepção do tipo II-A.1, que 
apresenta uma média de seis genes SUB, foi possível amplificar os sete genes SUB na maioria dos 
restantes tipos. 
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A análise dos perfis de ‘PCR-fingerprinting’ dos isolados pertencentes a T. mentagrophytes 
var. interdigitale permitiu definir quatro tipos em que dois (II-B.1 e II-B.3) se caracterizam por 
possuírem um número médio de um gene MEP e dois genes SUB. Relativamente aos restantes dois 
tipos, o número médio de genes MEP amplificados nos isolados do tipo II-B.2 foi de quatro, tendo 
sido detectados em média cinco genes SUB. No isolado que constitui o tipo II-B.4 não foi 
amplificado nenhum dos 12 genes de virulência pesquisados. 
Estes resultados revelam que para os isolados de algumas espécies (ou variedades) 
analisadas não se observa uma grande diferença relativamente ao número médio de genes 
detectados. Esse facto verifica-se para os isolados de M. canis, M. audouinii e T. mentagrophytes 
var. mentagrophytes. Por outro lado, para as espécies em que foi definido mais de um ‘cluster’, 
observa-se alguma diferença na ocorrência de genes de virulência entre os diferentes grupos 
formados. Tal como acima mencionado, os isolados de M. gypseum incluídos no presente estudo 
apresentam igualmente resultados distintos. 
Relativamente à ocorrência dos genes de virulência, relacionar estes dados com o quadro 
clínico, sobretudo quanto à inflamação provocada nos pacientes e à persistência do fungo no 
hospedeiro, permitiria obter informações essenciais que possibilitariam a classificação, por 
exemplo, de isolados pertencentes a grupos associados com números elevados de genes de 
virulência a uma maior inflamação e consequentemente a uma persistência reduzida do fungo. 
Contudo, não foi possível obter essas informações pelo que o relacionamento da presença/ausência 
de genes de virulência com o quadro clínico não passará de uma hipótese não confirmada. 
Devido à perda acidental1 da maior parte dos isolados analisados, a sensibilidade aos 
antifúngicos foi testada apenas 50 dos 233 isolados e estirpes de referência que constituíam a 
colecção inicial. Desta forma, a compilação dos dados de tipificação com os obtidos após análise da 
sensibilidade aos antifúngicos só foi possível para as espécies T. rubrum e T. mentagrophytes 
sensu lato.  
Para a espécie T. rubrum, apenas foi analisada a sensibilidade aos antifúngicos para os 
isolados dos ‘clusters’ I e III, não se tendo observado discrepâncias entre as CMIs obtidas. Estes 
resultados, tal como os observados após análise do número de genes MEP e SUB, indicam que 
relativamente à virulência e à sensibilidade aos antifúngicos os isolados dos dois ‘clusters’ são 
semelhantes. 
Relativamente aos isolados de T. mentagrophytes var. erinacei apenas não foi possível 
testar a sensibilidade aos antifúngicos do isolado CECT 2893T. Tal como observado para os isolados 
de T. rubrum, não se observou disparidade entre as CMIs dos isolados analisados. O mesmo 
sucedeu para os isolados de T. mentagrophytes var. mentagrophytes analisados quanto à 
resistência a antifúngicos. Esses isolados pertencem aos tipos II-A.1, II-A.3, II-A.6 e II-A.7 e não 
revelaram discordâncias nas CMIs definidas. Na Tabela 14 apresentam-se os valores médios das 
CMIs obtidas para os diferentes antifúngicos nas variedades de T. mentagrophytes. 
1 No processo de restruturação do Laboratório de Micologia de ARSLVT não foi acautelada a manutenção da colecção de 
dermatófitos utilizada neste trabalho. 
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Tabela 14: Média das CMIs (µg/ml) obtidas para as variedades de T. mentagrophytes. 
 
Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina
T. mentagrophytes var. erinacei 43,29 0,34 0,94 1,35 0,04
T. mentagrophytes var. mentagrophytes 38,92 0,46 1,32 1,47 0,04
T. mentagrophytes var. interdigitale 32,56 0,19 1 1,35 0,04
 
 
 
A comparação das CMIs médias obtidas para a terbinafina nos isolados das três variedades 
de T. mentagrophytes não revelou qualquer diferença, enquanto que com a griseofulvina os 
isolados de T. mentagrophytes var. erinacei e T. mentagrophytes var. interdigitale foram inibidos a 
uma concentração inferior à observada para os isolados de T. mentagrophytes var. 
mentagrophytes, embora a diferença não seja significativa (P>0,05). Da mesma forma, a 
actividade do cetoconazol sobre os isolados das variedades T. mentagrophytes var. erinacei e 
T. mentagrophytes var. interdigitale foi semelhante, o mesmo não se verificando entre as restantes 
variedades (T. mentagrophytes var. erinacei/T. mentagrophytes var. mentagrophytes e 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes/T. mentagrophytes var. interdigitale) bem como após 
utilização de itraconazol e fluconazol. 
De facto, com o itraconazol os isolados da variedade T. mentagrophytes var. interdigitale 
foram inibidos a uma concentração muito inferior às observadas para as restantes variedades 
(P<0,05). Observou-se ainda que a CMI obtida para isolados de T. mentagrophytes var. 
mentagrophytes é ligeiramente superior à dos isolados de T. mentagrophytes var. erinacei e 
estatisticamente significativa (P<0,05). 
Com o fluconazol as CMIs revelaram igualmente alguma discrepância tendo-se observado 
concentração média de inibição mais baixa para isolados da variedade T. mentagrophytes var. 
interdigitale relativamente às outras duas (P<0,05). Por sua vez, os isolados de T. mentagrophytes 
var. erinacei exibiram em média CMIs mais elevadas do que os isolados da variedade 
T. mentagrophytes var. mentagrophytes (P<0,05). 
Gräser e colaboradores (1999a) utilizaram as metodologias de AFLPs, ‘PCR-fingerprinting’, 
sequenciação da região ITS do rDNA e análise das características morfológicas para o estudo de 
isolados que incluíram as variedades T. mentagrophytes var. erinacei, T. mentagrophytes var. 
mentagrophytes e T. mentagrophytes var. interdigitale. Com base nos seus resultados, os autores 
sugeriram a reclassificação dessas variedades como novas espécies designadas T. erinacei, 
T. mentagrophytes e T. interdigitale. 
Os resultados obtidos na presente investigação permitiram distinguir as três variedades 
entre si, tendo ainda sido possível observar que a variedade T. mentagrophytes var. interdigitale 
está relacionada com um número de genes de virulência mais reduzido. A sensibilidade dos 
isolados de T. mentagrophytes sensu lato aos cinco antifúngicos utilizados revelou algumas 
diferenças entre as três variedades, sem todavia se verificar a resistência de nenhuma delas às 
drogas testadas. 
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Fenotipicamente, as características desenvolvidas pelos isolados pertencentes às três 
variedades sobrepõem-se, tornando impossível uma identificação fidedigna com base apenas nas 
características morfológicas e fisiológicas (Gräser et al., 2008). Apenas a utilização de métodos 
moleculares permite a distinção entre as três variedades/espécies. No entanto, por rotina a 
identificação de dermatófitos é realizada com base nas características fenotípicas o que conduz à 
questão: “qual é a consequência da elevação ao estatuto de espécie das variedades 
T. mentagrophytes var. erinacei, T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. mentagrophytes 
var. interdigitale?”. 
Para responder a essa pergunta é necessário compreender a importância da correcta 
identificação dos dermatófitos. No seu trabalho, Gräser e colaboradores (2008) definiram três 
razões essenciais para a identificação deste grupo de fungos. O primeiro prende-se com o facto de 
as dermatofitias serem frequentemente associadas a circunstâncias que promovem a reinfecção 
dos pacientes, sendo necessário lidar com as eventuais fontes de contágio para uma terapia eficaz.  
O segundo aspecto está relacionado com a terapia utilizada pelos médicos e que difere 
consoante as espécies. Assim, para tinea capitis provocada por T. tonsurans a terapia é mais curta 
do quando o agente etiológico é M. canis. Isto porque a primeira espécie produz tinea capitis do 
tipo endotrix, enquanto para a segunda se observa o tipo ectotrix. A formação por T. tonsurans de 
artroconídios dentro do cabelo torna mais fácil a sua eliminação uma vez que a concentração de 
antifúngico nesse local é relativamente mais elevada do que fora do cabelo, tornando a duração da 
terapia mais curta comparativamente com a infecção com M. canis. 
O terceiro motivo assinalado por Gräser e sua equipa (2008) relaciona-se com o facto de 
alguns microrganismos (e.g. Neoscytalidium dimidiatum) não pertencentes ao grupo dos 
dermatófitos produzirem infecções semelhantes às dermatofitias. Uma vez que esses 
microrganismos não respondem à terapia utilizada para os dermatófitos, a identificação torna-se 
essencial para distinguir os dois grupos garantindo, assim, uma medicação adequada. 
Os mesmos autores defendem ainda que um dos principais objectivos no estudo dos 
dermatófitos é a utilização de um conceito de espécie cientificamente defensável e útil na prática. 
No entanto, a manutenção das espécies T. erinacei, T. mentagrophytes (sensu stricto) e 
T. interdigitale propostas pelos autores do estudo acima indicado não responde à segunda 
exigência por eles defendida: “conceito de espécie útil na prática”. 
Na sua grande maioria os laboratórios efectuam as identificações de rotina com base nas 
características fenotípicas dos isolados. Por outro lado, como a maioria dos dermatófitos que 
provocam onicomicose é antropofílica, algumas autoridades recomendam o recurso à identificação 
do fungo apenas após observação de crescimento em meio de teste de dermatófitos 
(Dermatophyte Test Medium – DTM), evitando desta forma custos associados à identificação ao 
nível de espécie. 
Gräser e colaboradores (2008) advertem os laboratórios cuja identificação de dermatófitos 
assenta apenas no diagnóstico fenotípico que encontrarão problemas com os isolados do complexo 
ANÁLISE GLOBAL 
162 
 
T. mentagrophytes e que as identificações desses isolados poderão não ser correctas. Os autores 
recomendam ainda que se baseie estritamente no conceito de espécie que distingue as três 
variedades/espécies entre si e que a utilização do nome T. mentagrophytes para todos os isolados 
poderia ser confusa conduzindo a questões de tipo: de qual dos T. mentagrophytes se trata?   
Gräser et al. (2006) haviam já afirmado que as características fenotípicas e clínicas não 
poderiam a priori constituir um motivo para manter duas espécies como independentes. Do mesmo 
modo, não se deveria manter a priori isolados “diferentes” como pertencentes à mesma espécie. 
Desta forma e de um ponto de vista exclusivamente científico, as três variedades de 
T. mentagrophytes ganham cada uma o estatuto de espécie tornando-se T. erinacei, 
T. mentagrophytes (sensu stricto) e T. interdigitale.  
Em termos práticos, e uma vez que as características de T. erinacei, T. mentagrophytes 
(sensu stricto) e T. interdigitale são sobreponíveis, a identificação adequada destas espécies pelo 
micologista responsável não será possível uma vez que não terá as ferramentas necessárias para 
reconhecer essas três espécies. Assim, manter as três espécies não corresponde ao “conceito de 
espécie útil na prática” preconizado por Gräser et al. (2008) mas apenas a um conceito científico 
cujos meios para obter resultados estão restritos apenas a alguns laboratórios equipados com 
tecnologia mais avançada.  
A resposta à pergunta anteriormente colocada acerca da consequência da elevação a 
espécie das três variedades de T. mentagrophytes é a manutenção da mesma nomenclatura nos 
laboratórios de rotina (por falta de meios adequados) e a aplicação de nova nomenclatura nos 
laboratórios de investigação e eventualmente em alguns laboratórios de rotina com meios 
financeiros acima da média. Como consequência, os resultados obtidos em rotina deixarão de 
poder ser comparáveis com os obtidos na investigação (e.g. alteração da distribuição geográfica 
das espécies). 
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Como afirmado por Lao-Tseu (600 a.C.) “Uma viagem de mil léguas começa com o primeiro 
passo”. Esse primeiro passo foi dado por micologistas de grande renome ao longo da história sendo 
o trabalho apresentado nesta dissertação apenas um dos passos no longo caminho da micologia e 
mais especificamente na investigação sobre os dermatófitos. 
Os resultados deste trabalho permitiram-nos afirmar, relativamente às metodologias 
baseadas em PCR avaliadas quanto ao seu potencial identificativo/diferenciante, que a região TR do 
rDNA não é adequada para identificar os dermatófitos, sendo eventualmente possível a sua 
utilização para diagnóstico directo de presença deste grupo de agentes etiológicos.   
Por sua vez, os resultados obtidos após amplificação e restrição da região ITS do rDNA 
revelaram que a metodologia pode ser aplicável para distinguir apenas oito das 14 espécies 
incluídas neste estudo. Esses resultados nem sempre foram fáceis de analisar visto que os 
fragmentos obtidos para as diferentes espécies foram muitas vezes similares, obrigando ao recurso 
a ferramentas bioinformáticas para as distinguir. A sequenciação dessa região (considerada ‘gold 
standard’ para os dermatófitos) poderá servir para identificar os dermatófitos, enquanto a 
metodologia ARDRA não será a mais indicada uma vez que essa região ainda não acumulou 
mutações suficientes para permitir distinguir as várias espécies. 
De facto, a região ITS do rDNA é a única para a qual existe uma base de dados que poderá 
ser utilizada para identificar os dermatófitos, sendo a sua sequenciação recomendada para 
identificar isolados atípicos deste grupo de fungos. Na Centraalbureau voor Schimmelcultures 
(CBS) está em fase de desenvolvimento um projecto (em colaboração com outras instituições) cujo 
objectivo é a disponibilização ‘online’ de assinaturas (‘Barcode’) espécie-específicas existentes nas 
sequências de ITS. Todavia, em muitos casos observam-se diferenças pequenas (uma ou duas 
bases) entre as sequências das diferentes espécies (Gräser et al., 2008).  
Com o mesmo objectivo, foi ainda utilizada a metodologia PCR com ‘primer’ único em que 
foram aplicados os oligonucleótidos csM13, (GACA)4 e (GTG)5. Os resultados obtidos com os dois 
primeiros ‘primers’ permitiram a determinação de padrões espécie-específicos, que possibilitaram a 
identificação de isolados pleomorfizados incluídos nesta investigação. Esses padrões permitiram, 
ainda, a distinção entre isolados da espécie T. rubrum e T. megninii/T. soudanense que, segundo 
Gräser e colaboradores (2008), não são fidedignamente discriminados por nenhum dos métodos 
moleculares. 
Conjuntamente com os resultados da análise da região ITS do rDNA, os ‘fingerprints’ 
revelaram um elevado potencial quanto à reprodução das relações entre as espécies reveladas em 
estudos filogenéticos. 
Para diferenciar entre os isolados de T. rubrum foi analisada a região NTS do rDNA. Os 
resultados revelaram a subdivisão dos isolados analisados em cinco tipos. No entanto, como os 
resultados por Gupta e colaboradores (2001a) provaram que a mesma não é estável, essa não 
poderá ser utilizada para a tipificação. Assim, os isolados foram tipificados com base na análise 
CONCLUSÕES 
166 
 
conjunta (abordagem polifásica) dos perfis obtidos após amplificação com ‘primers’ únicos, tendo 
sido possível diferenciar os isolados das espécies T. rubrum, T. mentagrophytes sensu lato, 
M. canis, M. audouinii e M. gypseum. Para T. violaceum e T. tonsurans, a análise dos ‘fingerprints’ 
permitiu o reconhecimento de apenas um tipo.  
A metodologia PCR com ‘primer’ único permitiu identificar e diferenciar os isolados das 
espécies analisadas. A criação de uma base de dados, com perfis de ‘fingerprinting’ para permitir 
aos investigadores desta área a comparação de dados, tornará essa metodologia muito útil 
sobretudo considerando a sua fácil execução e elevada reprodutibilidade. 
Relativamente à pesquisa de genes MEP e SUB, a análise dos resultados revelou que a sua 
presença não é essencial para os fungos provocarem uma infecção, pelo que deverão estar 
relacionados com a virulência dos isolados, facilitando o seu estabelecimento e eventualmente 
controlando a resposta imunitária do hospedeiro. Por outro lado, ficou igualmente demonstrado 
que isolados considerados iguais por métodos moleculares podem apresentar perfis de virulência 
distintos. 
Quanto à aplicação de placas de gradiente para determinar a CMI dos dermatófitos, a sua 
utilização revelou ser uma alternativa aos meios líquidos em que o desenvolvimento dos 
dermatófitos é bastante reduzido. Paralelamente, a metodologia desenvolvida neste estudo permite 
a utilização de micélio em vez de conídios, que são difíceis de obter em algumas espécies. Salienta-
se ainda que são necessários outros estudos para determinar se é essencial a utilização de uma 
taxa de conversão para os azóis. 
Por fim, tendo em conta a sua capacidade de degradar a queratina, os dermatófitos 
(sobretudo os geofílicos) podem ser considerados como decompositores da matéria orgânica. 
Nessa perspectiva, a sua utilização como biorremediadores poderá ser considerada, sobretudo 
porque estes fungos podem ser encontrados em águas e solos poluídos (embora em número 
reduzido) (Ali-Shtayeh et al., 2000). Todavia, devido ao facto de serem potencialmente 
patogénicos tal não deverá ser implementado sem anteriormente serem efectuados estudos de 
segurança ou, eventualmente, recorrer à sua utilização apenas em ambientes controlados. 
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ANEXO 1
Dados relativos aos isolados da espécie T. rubrum
Nº isolado Espécie Data Sexo Idade Local de recolha Observação Fluconazol Itraconazole Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7
40 T. rubrum F 55 Unha do pé 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1
45 T. rubrum M 33 Planta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 T. rubrum M 25 Unha do pé - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
32R Marrocos T. rubrum 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1
41 T. rubrum M 66 Tronco 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
6R Marrocos T. rubrum 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
48 T. rubrum F 24 Mão 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1
51 T. rubrum F 25 Planta 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
42 T. rubrum M 31 Unha do pé 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
53 T. rubrum F 19 Região interdigital (pé) 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
57 T. rubrum F 24 Mão 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
7R Marrocos T. rubrum 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
9R Marrocos T. rubrum 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
1R Marrocos T. rubrum 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
58 T. rubrum F 54 Região interdigital (pé) 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
5R Marrocos T. rubrum 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1
CECT 2794 T. rubrum 8,88 0,23 0,33 1,47 0,02 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
CECT 2959 T. mentagrophytes var. nodulare T. rubrum 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Cluster II 16 T. rubrum F 71 Pé - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
168 T. rubrum 07-11-2000 M 23 Tronco 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1
171 T. rubrum 16-04-2001 F 89 Pé 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
172 T. rubrum 27-02-2002 M 55 Unha do pé 7,82 0,23 0,41 1,56 0,03 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
173 T. rubrum 26-04-2001 M 58 Pé 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1
175 T. rubrum 19-07-2001 F 68 Pé 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1
165 não identificado* 02-08-2001 F 23 Unha do pé 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1
174 T. rubrum 23-02-2001 M 15 Virilha 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
160 T. rubrum 29-11-2000 F 68 Planta 8,25 0,23 0,65 1,24 0,03 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1
193 T. rubrum 18-10-2000 F 11 Mão 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
194 não identificado* 31-07-2001 M 53 Região interdigital (pé) 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1
198 T. rubrum 21-01-2001 M 51 Ólho (região periorbital) 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1
199 T. rubrum 23-03-2001 F 30 Região interdigital (pé) 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
197 T. rubrum 29-11-2000 M 63 Unha do pé 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1
153 T. rubrum 24-01-2001 M 51 Virilha 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1
155 T. rubrum 19-10-2000 M 28 Unha do pé 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1
154 T. rubrum 16-04-2001 F 89 Unha do pé 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1
150 T. rubrum 17-07-2001 F 45 Região interdigital (pé) 8,67 0,22 0,44 1,38 0,03 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1
152 T. rubrum 20-12-2000 M 43 Sulco anal 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0
146 T. rubrum 11-04-2001 M 54 Virilha 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
151 T. rubrum 13-12-2000 M 25 Região interdigital (pé) 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1
147 T. rubrum 19-07-2001 F 69 Pé 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
200 T. rubrum 04-04-2002 F 39 Nádega 7,82 0,24 0,44 1,78 0,05 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1
201 T. rubrum 19-07-2001 M 33 Região interdigital (pé) 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
202 T. rubrum 19-10-2000 M 36 Virilha 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
205 T. rubrum 11-01-2002 F 26 Joelho 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1
206 T. rubrum 14-11-2000 M 34 Pé 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1
Cluster IV 62 T. rubrum M 33 Planta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
*identificado por métodos moleculares como T. rubrum
CMI (µg/ml) MEP SUB
Cluster III
Cluster I semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
ANEXO 2
Dados relativos aos isolados da espécie T. mentagrophytes sensu lato
Nº isolado Espécie Data Sexo Idade Local de recolha Observação Fluconazol Itraconazole Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7
CECT 2892T A. benhamiae 44,40 0,34 0,95 1,29 0,02 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2897 A. benhamiae 41,76 0,34 0,98 1,64 0,03 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2896 A. benhamiae 39,12 0,33 1,05 1,82 0,02 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2891 A. benhamiae 44,93 0,32 0,86 1,16 0,03 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2893T A. benhamiae 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1
CECT 2894 A. benhamiae 44,93 0,34 1,05 1,42 0,03 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2898 A. benhamiae 44,40 0,36 0,84 1,38 0,04 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2895 A. benhamiae 45,99 0,36 1,10 1,56 0,05 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2956 T. mentagrophytes var. erinacei 41,23 0,34 0,93 1,16 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
CECT 2795 A. benhamiae 42,82 0,37 0,68 0,71 0,05 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
125 T. mentagrophytes gr 09-11-2000 F 38 Mão 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
208 T. mentagrophytes gr 03-01-2002 F 51 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
128 T. mentagrophytes gr 20-10-2000 M 70 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
131 T. mentagrophytes 30-03-2001 F 35 Pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
134 T. mentagrophytes 01-03-2001 F 32 Pé 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
135 T. mentagrophytes gr 06-03-2002 M 69 ? 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
130 T. mentagrophytes 14-02-2002 M 43 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1
132 T. mentagrophytes 31-05-2001 M 29 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
122 T. mentagrophytes gr 09-08-2001 F 87 Perna 38,59 0,48 1,29 1,60 0,04 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
133 T. mentagrophytes 28-06-2001 F 57 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
138 T. mentagrophytes gr 13-03-2002 F 46 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
139 T. mentagrophytes gr 19-06-2001 M 46 Pé 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1
126 T. mentagrophytes gr 05-06-2001 M 70 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
116 T. mentagrophytes gr 08-11-2000 F 10 Braço 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
119 T. mentagrophytes gr 26-10-2000 F 73 Região interdigital (pé) 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1
109 T. mentagrophytes gr 13-01-2002 M 66 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
111 T. mentagrophytes gr 20-12-2000 M 43 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1
112 não identificado* 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
118 T. mentagrophytes gr 04-04-2002 F 10 Tronco 36,47 0,44 1,33 1,29 0,05 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
166 T. mentagrophytes gr 12-01-2001 F 15 Planta 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
170 T. mentagrophytes 26-04-2001 F 29 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
191 T. mentagrophytes gr 07-12-2000 M 69 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
192 T. mentagrophytes gr 07-12-2000 F 58 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
186 T mentagrophytes gr 07-02-2002 F 49 Pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
156 T. mentagrophytes gr 20-12-2000 F 50 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0
157 T. mentagrophytes gr 05-07-2001 M 48 Unha do pé 40,17 0,48 1,35 1,78 0,04 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
145 T. mentagrophytes gr 03-01-2002 F 51 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
120 T. mentagrophytes gr 20-03-2001 F 33 Tronco 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
123 T. mentagrophytes gr 01-02-2002 M 4 Couro cabeludo 39,64 0,46 1,24 1,69 0,04 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1
117 T. mentagrophytes gr 20-12-2000 M 69 ? 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
108 T. mentagrophytes 09-02-2001 F 63 Mão (dorso) 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
121 T. mentagrophytes gr 17-04-2001 M 37 Barba 38,59 0,48 1,47 1,33 0,04 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
161 T. mentagrophytes 11-07-2001 M 4 Face 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
124 T. mentagrophytes gr 14-11-2000 F 6 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
136 T. mentagrophytes gr 17-Abr M 18 Mão 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
137 T. mentagrophytes gr 14-11-2000 F 6 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2902 A. vanbreuseghemii 40,70 0,45 1,15 0,93 0,03 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2793 A. benhamiae 39,12 0,46 1,40 2,00 0,03 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2921 A. benhamiae 38,06 0,46 1,33 1,11 0,03 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2958 T. mentagrophytes var. interdigitale 34,89 0,20 1,02 1,11 0,04 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CECT 2957 T. mentagrophytes var. goetzii 33,30 0,18 0,89 1,38 0,04 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
CECT 2900 A. vanbreuseghemii MT+ 30,66 0,18 0,99 1,60 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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ANEXO 2
Dados relativos aos isolados da espécie T. mentagrophytes sensu lato
CECT 2899 A. vanbreuseghemii MT- 32,24 0,20 1,08 1,47 0,03 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1
28 T. mentagrophytes 13-12-1997 superfície Piscina da Penha de França 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0
43 T. mentagrophytes F 75 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
25 T. mentagrophytes M 60 Unha do pé - Utente 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
22 T. mentagrophytes gr 26-11-1997 superfície Piscina da Penha de França 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
26 T. mentagrophytes gr 10-12-1997 superfície Piscina da Penha de França 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
27 T. mentagrophytes gr 11-12-1997 superfície Piscina da Penha de França 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 T. mentagrophytes F 57 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
61 T. mentagrophytes F 57 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
44 T. mentagrophytes F 51 Pé 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1
50 T. mentagrophytes F 70 Região interdigital (pé) - Utente 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
656 Marrocos T. mentagrophytes 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
126 Marrocos T. mentagrophytes 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 T. mentagrophytes gr 10-12-1997 superfície Piscina da Penha de França 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0
54 T. mentagrophytes gr 13-12-1997 superfície Piscina da Penha de França 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
64 T. mentagrophytes gr M 65 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
33 T. mentagrophytes gr F 73 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1
100 Marrocos T. mentagrophytes 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 T. mentagrophytes 10-12-1997 superfície Piscina da Penha de França 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1
47 T. mentagrophytes gr M 54 Mão 31,72 0,19 1,04 1,20 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
55 T. mentagrophytes gr M 54 Mão 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30 T. mentagrophytes 10-12-1997 superfície Piscina da Penha de França 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1
66 T. mentagrophytes gr F 58 Unha do pé 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
29 T. mentagrophytes 26-11-1997 superfície Piscina da Penha de França 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1
36 T. mentagrophytes gr F 34 Unha do pé 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1
9 T. mentagrophytes F 68 Região interdigital (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 T. mentagrophytes M 52 Velcro (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 T. mentagrophytes F 68 Unha do pé - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 T. metagrophytes M 54 Velcro (pé) - Utente 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1
2 T. mentagrophytes M 66 Região interdigital (pé) - Utente 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0
1 T. mentagrophytes 10-12-1997 superfície Piscina da Penha de França 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 T. mentagrophytes gr F 41 Velcro (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 T. mentagrophytes M 26 Velcro (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
13 T. mentagrophytes M 54 Velcro (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 T. mentagrophytes M 60 Região interdigital (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 T. mentagrophytes F 69 Unha do pé - Utente 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0
20 T. mentagrophytes M 73 Unha do pé - Utente 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 T. mentagrophytes F 25 Unha do pé - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 T. mentagrophytes M 52 Velcro (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
21 T. mentagrophytes 10-12-1997 superfície Piscina da Penha de França 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0
3 T. mentagrophytes M 52 Velcro (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
15 T. mentagrophytes M 49 Pé - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 T. mentagrophytes F 27 Região interdigital (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 T. mentagrophytes M 52 Velcro (pé) - Utente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
49 T. mentagrophytes 26-11-1997 superfície Piscina da Penha de França 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
*identificado por métodos moleculares como T. mentagrophytes
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ANEXO 3
Dados relativos aos isolados da espécie T. tonsurans
Nº isolado Espécie Data Sexo Idade Local de recolha Observação Fluconazol Itraconazole Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7
184 T. tonsurans 16-Abr 5,50 0,04 0,43 1,24 0,04 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
185 T. tonsurans 24-Mai 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
195 T. tonsurans 23-Mar 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
104 T. tonsurans 08-03-2001 F 4 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
114 T. tonsurans 4,86 0,04 0,49 1,33 0,05 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
103 T. tonsurans 19-02-2002 F 3 Couro cabeludo 5,50 0,04 0,37 1,42 0,05 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
105 T. tonsurans 30-03-2001 M 5 Couro cabeludo 5,07 0,04 0,40 1,69 0,02 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
100 T. tonsurans 09-11-2000 M 11 Face 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1
115 T. tonsurans 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
162 T. tonsurans 26-Abr 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
176 T. tonsurans 24-Mai 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1
143 T. tonsurans 16-Abr 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
CMI (µg/ml) MEP SUB
semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
ANEXO 4
Dados relativos aos isolados da espécie T. violaceum
Nº isolado Espécie Data Sexo Idade Local de recolha Observação Fluconazol Itraconazole Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7
187 T. violaceum 16-01-2002 M 5 Couro cabeludo 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
189 T. violaceum 30-03-2001 F 64 Couro cabeludo 7,19 0,16 0,46 1,38 0,02 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0
180 T. violaceum 16-01-2002 M 5 Couro cabeludo 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
181 T. violaceum 17-01-2002 M 6 Couro cabeludo 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0
188 T. violaceum 21-11-2000 F 5 Pálpebra 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1
178 T. violaceum 16-01-2002 M 5 Couro cabeludo 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1
179 T. violaceum 16-01-2002 F 5 Face 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1
SUB
semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
semelhança ≥98%
CMI (µg/ml) MEP
ANEXO 5
Dados relativos aos isolados da espécie M. canis
Nº isolado Espécie Data Sexo Idade Local de recolha Observação Fluconazol Itraconazole Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7
67 M. canis F 42 Ombro 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
68 M. canis F 4 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
70 M. canis F 21 Antebraço 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
71 M. canis F 9 Perna 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0
431 Marrocos M. canis 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
856 Marrocos M. canis 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
63 M. canis M 3 Couro cabeludo 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0
667 Marrocos M. canis 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
74 M. canis 06-03-2002 F 26 Tronco 13,53 0,20 0,37 0,44 0,05 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0
75 M. canis 03-01-2002 F 15 Face 14,38 0,23 0,47 1,16 0,03 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0
91 M. canis 07-12-2001 F 2 Couro cabeludo 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
77 M. canis 09-02-2001 F 36 Braço 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
78 M. canis 12-12-2000 F 9 Couro cabeludo 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0
80 M. canis 08-03-2001 F 9 Couro cabeludo 14,38 0,21 0,43 0,76 0,02 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
81 M. canis 05-07-2001 F 6 Pele glabra 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
83 M. canis 08-03-2001 F 21 Coxa 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
79 M. canis 28-02-2002 M 7 Couro cabeludo 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
84 M. canis 29-11-2000 F 83 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
87 M. canis 08-03-2001 F 5 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
76 M. canis 20-02-2001 F 6 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0
86 M. canis 12-01-2001 M 57 Mão 14,17 0,22 0,44 0,71 0,03 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
88 M. canis 11-01-2002 M 5 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
85 M. canis 18-10-2000 F 44 Pescoço 15,01 0,23 0,34 0,93 0,02 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
89 M. canis 07-12-2000 F 9 Couro cabeludo 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0
90 M. canis 12-01-2001 F 18 Antebraço 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
82 M. canis 11-07-2001 F 39 Coxa 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
32 M. canis M 2 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
38 M. canis M 6 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0
Cluster III
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ANEXO 6
Dados relativos aos isolados da espécie M. audouinii
Nº isolado Espécie Data Sexo Idade Local de recolha Observação Fluconazol Itraconazole Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7
158 M. audouinii 07-02-2001 F 2 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
159 M. audouinii 23-02-2001 M 3 Couro cabeludo (Creche) 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0
190 M. audouinii 30-03-2001 M 5 Couro cabeludo 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0
101 M. audouinii 18-07-2001 M 5 Velcro 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0
113 M. audouinii 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
163 M. audouinii 15-03-2002 F 9 Face 29,60 0,15 1,22 0,84 0,04 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0
164 M. audouinii 14-01-2002 F 6 Couro cabeludo 26,96 0,13 1,28 0,93 0,03 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
169 M. audouinii 30-03-2001 M 5 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0
142 M. audouinii 29-03-2002 F 6 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
144 M. audouinii 30-11-2000 F 4 Couro cabeludo 26,43 0,14 1,11 0,76 0,03 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
Cluster II 129 M. audouinii 16-02-2001 M 3 Couro cabeludo (Creche) 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
96 M. audouinii 21-06-2001 F 20 meses Face 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
97 M. audouinii 30-04-2001 M 4 Couro cabeludo 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
99 M. audouinii 31-05-2001 F 37 Ombro 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
95 M. audouinii 30-11-2000 M 9 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
98 M. audouinii 11-06-2001 F 5 Velcro 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
94 M. audouinii 23-03-2001 F 2 Couro cabeludo 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
93 M. audouinii 24-10-2000 M 3 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
56 M. audouinii M 5 Couro cabeludo 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0
60 M. audouinii F 2 Couro cabeludo 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
59 M. audouinii M 68 Planta 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0
65 M. audouinii M 3 Couro cabeludo 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
Cluster IV 35 M. audouinii F 5 Couro cabeludo 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0
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ANEXO 7
Dados relativos aos isolados da espécie M. gypseum
Nº isolado Espécie Data Sexo Idade Local de recolha Observação Fluconazol Itraconazole Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7
69 M. gypseum F 49 Antebraço 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0
CECT 2908 A. gypsea 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cluster II 73 M. gypseum 16-04-2001 M 8 Face 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cluster III 52 M. gypseum F 4 Nádega 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Cluster IV 140 M. gypseum 30-01-2002 M 6 Dorso 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Cluster V 141 M. gypseum 14-11-2000 F 19 Face 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
Cluster VI CECT 2990 A. gypsea 17,76 0,13 0,80 0,67 0,04 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
Cluster VII 92 M. gypseum 20-12-2001 M 62 Região interdigital (pé) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cluster I
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ANEXO 8
Dados relativos aos restantes isolados
Nº isolado Espécie Data Sexo Idade Local de recolha Observação Fluconazol Itraconazole Cetoconazol Griseofulvina Terbinafina 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7
CECT 20116 A. cajetani 10,57 0,07 3,9 0,67 3,38 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CECT 2989 A. cajetani 11,84 0,08 3,76 0,58 3,6 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CECT 2999 Arthroderma uncinatum 7,61 0,12 0,87 0,58 0,04 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
CECT 2991 Trichophyton ajelloi 8,25 0,3 0,77 0,49 0,02 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1
34 E. floccosum M 79 Região interdigital (pé) 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
39 E. floccosum F 46 Região interdigital (pé) 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0
CECT 2796 E. floccosum 12,69 0,08 0,28 0,49 0,03 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
167 T. megninii 17-05-2001 F 65 Braço 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
37 T. soudanense F 1,5 Couro cabeludo 8,46 0,22 0,47 2,31 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
46 T. soudanense F 1,5 Couro cabeludo 7,82 0,23 0,43 2,58 0,02 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
CECT 2992 Trichophyton verrucosum 68,19 0,03 1,49 3,33 0,05 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CECT 2998 Arthroderma quadrifidum 145,89 1,06 2,43 3,92 0,02 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1
CMI (µg/ml) MEP SUB
